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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
%  odstotek 
°C  stopinje Celzja 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
angl.  angleško 
bp  bazni par 
Cas9  s CRISPR povezane endonukleaze 9 
CDPK  od kalcija odvisne kinaze (angl. calcium-dependent protein kinase) 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromskih ponovitev (angl. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina  
ER  ekstremna odpornost (angl. extreme resistance) 
ETI  z efektorji izzvana imunost (angl. effector-triggered immunity) 
GFP  zeleno fluorescirajoči protein (angl. green fluorescent protein) 
HDR  popravljanje s homologno rekombinacijo (angl. homology driven repair) 
HR  preobčutljivostni odziv (angl. hipersensitive response) 
HRFA  analiza fragmentov z visoko resolucijo (angl. high-resolution fragment 
analysis) 
LB  leva robna sekvenca T-DNA (angl. left border) 
MCS  klonirno mesto (angl. multiple cloning site) 
M  molarnost (mol/L) 
NHEJ  nehomologno združevanje koncev (angl. non-homologous end joining) 
NIB  Nacionalni inštitut za biologijo  
PAM  angl. protospacer adjacent motif 
PAMP  s patogeni povezani molekularni vzorci (angl. microbial oz. pathogen 
associated molecular patterns) 
pH  merilo za koncentracijo hidroksilnih ionov v raztopini 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PEG  polietilen glikol 
PIPO  angl. pretty interesting Potyviridae ORF 
PRR  receptorji za prepoznavanje vzorcev (angl. pattern recognition receptors) 
PTI  z vzorci izzvana imunost (angl. pattern-triggered immunity) 
PVY  krompirjev virus Y (angl. potato virus Y) 
RB  desna robna sekvenca T-DNA (angl. right border) 
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RBOHD homologi oksidaz oksidativnega izbruha D (angl. respiratory burst oxidase 
homologues D) 
RFLP  polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment 
length polymorphism) 
RNA  ribonukleinska kislina 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
sgRNA vodilna RNA (angl. single guide RNA) 
shRNA kratka lasnična RNA (angl. short hairpin RNA)  
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Metoda CRISPR Cas9 je ena od novejših metod za genski inženiring, ki temelji na sistemu, 
ki ga bakterije in arheje uporabljajo za obrambo pred virusi. Kratica CRISPR (angl. clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats) označuje gruče enakomerno prekinjenih 
kratkih palindromskih ponovitev, Cas9 pa s CRISPR povezane endonukleaze 9. V celicah, 
v katerih želimo spremembe v genomu, moramo izraziti protein Cas9 in t. i. vodilno RNA 
(sgRNA, angl. single guide RNA). sgRNA dizajniramo tako, da v plazmid vstavimo 
zaporedje, komplementarno tarčnemu zaporedju, kjer želimo rezati genom. Urejanje 
genomov poteka tako, da na želeno mesto v genomu vnesemo dvojni prelom, ki se nato 
popravi z nehomolognim združevanjem koncev (NHEJ, angl. non-homologous end joining) 
ali s homologno rekombinacijo (HDR, angl. homology driven repair). V zaporedju DNA 
lahko tako pride do pojava stop kodona, premika bralnega okvirja ali nekodirajočega 
zaporedja in posledično do izbitja tarčnega gena (Sander in Joung, 2014). Tarčno mutiranje 
je zelo uporabno za preučevanje funkcije genov pri vseh organizmih.  
Reaktivne kisikove zvrsti imajo ključno vlogo pri prenosu signalov v celici. Takšen način 
signaliziranja je evolucijsko ohranjen pri vseh aerobnih organizmih. Tvorba reaktivnih 
kisikovih zvrsti je ena od oblik imunskega odgovora pri rastlinah. Za tvorbo reaktivnih 
kisikovih zvrsti ob okužbi so odgovorne oksidaze oksidativnega izbruha RBOH (angl. 
respiratory burst oxidase homologues) (Suzuki in sod., 2011).  
Predhodne raziskave izvedene na Nacionalnem inštitutu za biologijo (NIB) so pokazale, da 
z uporabo metode RNA-lasničnih zank lahko dosežemo znižanje ekspresije gena RbohD pri 
krompirju, kar povzroči zmanjšano odpornost krompirja na PVY in omogoči širjenje virusa 
v zgornje liste. Krompir je tetraploid, zato je multialelna mutageneza precej otežena. Z 
metodo CRISPR Cas9 je mogoče z eno transformacijo doseči spremembe ne vseh štirih 
alelih, kar je ključno za preučevanje funkcij genov (Andersson in sod, 2017). V magistrski 
nalogi se bomo osredotočili na optimizacijo metode za izbitje gena s sistemom CRISPR 
Cas9 pri krompirju, na modelu gena RbohD, pri katerem so posledice utišanja že znane. 
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1.2 NAMEN IN CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
Namen raziskovalne naloge je bil optimizirati tehnologijo CRISPR Cas9 za izbitje tarčnega 
gena v krompirju. Naši cilji so bili: 
1. Testiranje dveh izbranih plazmidov, ki po vnosu sgRNA omogočata izbitje izbranega 
tarčnega gena v rastlinah. 
2. Transformacija izsečkov krompirja s pomočjo bakterije Agrobacterium tumefaciens, 
kultivarja Rywal, s pripravljenimi konstrukti. 
3. Optimizacija metod za selekcijo transgenih rastlin z izbitim tarčnim genom, s 
katerimi bi lahko preverjali uspešnost vnosa sprememb v genom.  
4. Optimizacija metode za izolacijo in regeneracijo protoplastov. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Konstrukti za CRISPR Cas9, pripravljeni preko vnosa izbranih sgRNA v izbrane 
plazmide, bodo omogočili izbitje gena RbohD v krompirju kultivarja Rywal.  
2. Rastline Rywal, transformirane s konstruktom CRISPR Cas9, bodo bolj dovzetne za 
okužbo s PVY-GFP kot netransformirane rastline Rywal. 
3. Optimizacija metode za pridobivanje protoplastov iz krompirja bo omogočila 
izolacijo zadostnih količin protoplastov za uspešno testiranje delovanja pripravljenih 
konstruktov.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ODKRITJE SISTEMA CRISPR 
CRISPR je v genomu bakterije E. coli prvič zaznala japonska raziskovalna skupina leta 
1987, ko je med preučevanjem gena Iap naletela na nenavadno zaporedje  homolognih 
ponavljajočih se nukleotidnih zaporedij (Ishino in sod., 1987). Podobna zaporedja so kasneje 
našli tako pri bakterijah kot tudi arhejah in predstavljajo nov razred ponavljajočih se 
zaporedij (Mojica in sod., 2000). Vmesniki so hipervariabilne regije, ki jih med sabo ločujejo 
ohranjene ponovitve DNA. V bližini CRISPR zaporedij se nahajajo genski klastri genov cas 
– CRISPR associated genes, ki kodirajo različne proteine Cas (Jansen in sod., 2002). Mojica 
in sod. so leta 2004 sekvencirali vmesnike. Za 88 nukletidnih zaporedij so našli homologna 
zaporedja, od tega je bilo 47 vmesnikov podobnih bakteriofagnim zaporedjem, 10 pa 
plazmidni DNA (Mojica in sod., 2004). Genomi, ki imajo zaporedja CRISPR, imajo tudi 
genske klastre genov cas, medtem ko genomi brez zaporedij CRISPR nimajo genov cas. 
Zaradi homologije zaporedij so sklepali, da gre za RNA interferenco, s pomočjo katere lahko 
bakterije uničijo tujo DNA (Makarova in sod., 2006).  
Industrijski sevi Streptococcus thermophilus, ki so različno odporni na bakteriofage, imajo 
različen lokus CRISPR. Odporne vrste so imele več vmesnikov, le-ti pa so bili podobni 
genomu bakteriofagov. Ugotovili so, da CRISPR, v povezavi z geni cas, bakterijam 
omogoča obrambo pred bakteriofagi. Z akumulacijo genomske bakteriofagne DNA v lasten 
genom bakterije pridobivajo imunost (Barrangou in sod., 2007). 
Večina odkritij v povezavi s CRISPR Cas se je zgodila po letu 2000, največji porast objav 
pa se je pojavil po letu 2012, ko sta dve raziskovalni skupini skoraj hkrati ugotovili, da je 
sistem CRISPR Cas9 izjemno uporaben za gensko inženirstvo (Egelie in sod., 2016). 
2.1.1 Zgradba zaporedja CRISPR 
CRISPR je najbolj razširjena družina ponovitev v prokariontskem genomu (Mojica in sod., 
2005). Lokus je zgrajen iz 21–48 bp dolgih ponovitev, prekinjenih z neponavljajočimi 26–
72 bp dolgimi zaporedji oz. vmesniki (Slika 1). V posameznem lokusu je dolžina ponovitev 
in vmesnikov precej ohranjena, le zadnja ponovitev je običajno krajša. Ponovitev je običajno 
dvodelna, začne se z GTTTg/c in konča z GAAAC (Godde in Bickerton, 2006; Horvath in 
sod., 2008; Jansen in sod., 2002; Jansen in sod., 2002). Število vmesnikov in ponovitev v 
enem lokusu variira tudi med sevi iste vrste, v enem genomu pa lahko najdemo več lokusov 
CRISPR. Med genomi, ki imajo CRISPR, je okoli 50 % genomov, kjer se CRISPR pojavi 
več kot enkrat (Deveau in sod., 2010). Navzgor od lokusa CRISPR leži vodilno zaporedje, 
ki ima velik delež timinov in adeninov, dolgo 20–534 bp. V vodilnem zaporedju je promotor 
za lokus CRISPR (Hale in sod., 2008; Jansen in sod., 2002; Lillestøl, 2006) ter vezavno 
mesto za proteine Cas, ki so odgovorni za pomnoževanje ponovitve in vstavljanje novega 
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vmesnika. Novi vmesniki se običajno vstavijo na 5'-stran, kjer se nahaja vodilno zaporedje 
(Peng in sod., 2003). V bližini lokusov CRISPR se nahajajo s CRISPR povezani geni, geni 
cas (Jansen in sod., 2002). 
 
Slika 1: Splošen prikaz lokusa CRISPR. Pred začetkom lokusa CRISPR je zaporedje L – vodilno zaporedje 
(angl. leader sequence), na koncu pa zaporedje T – zaključna ponovitev (angl. terminal repeat). Črne kare 
prikazujejo ponovitve, barvni pravokotniki pa vmesnike (Deveau in sod. (2010). Na sliki so zaporedja bakterije 
Streptococcus thermophilus. 
2.1.2 Delovanje  
S CRISPR posredovana imunost nastopi v treh korakih: adaptacija, izražanje in interferenca. 
Bakterije in arheje, ki imajo lokuse CRISPR, ob vnosu virusa ali plazmida v celico vanj 
integrirajo kratek fragment vnešene DNA, ki jo imenujemo protospacer. Vmesnik in 
ponovitev se prepišeta in tvorita prekurzorsko CRISPR RNA (pre-crRNA), iz katere po 
encimski razgradnji nastane crRNA. crRNA v nekaterih sistemih hibridizira z drugim RNA 
zaporedjem, ki ga imenujemo transaktivna CRISPR RNA (tra-crRNA), nato pa tvori 
kompleks z nukleazo Cas. crRNA se komplementarno poveže s tujo invazivno DNA in na 
tak način privede nukleazo Cas do tarčnega mesta, kjer njeno delovanje vodi do razgradnje 
tarčnih zaporedij (Jinek in sod., 2012; Sander in Joung, 2014). 
2.1.2.1 Adaptacija 
Kratki odseki DNA, ki so homologni virusnim ali plazmidnim nukleotidnim zaporedjem, se 
integrirajo v lokus CRISPR (Garneau in sod., 2010; Barrangou in sod., 2007). Ob okužbi z 
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virusom pride do insercije vmesnika, dolgega okoli 30 bp, ki omogoča odpornost na ta virus 
ob naslednji okužbi. Izbira vmesnika v zaporedju tuje DNA je pogojena s prepoznavanjem 
motiva PAM (angl. proto-spacer-adjacent motifs), nekaj nukleotidov dolgih zaporedij, ki se 
razlikujejo med organizmi (Mojica in sod., 2009; Deveau in sod., 2008). Vmesnik se 
najpogosteje vstavi na strani vodilnega zaporedja. Ob vsaki integraciji pride do duplikacije 
ponovitve v zaporedju CRISPR in tako vedno nastane nova enota vmesnika in ponovitve. 
Za integracijo sta verjetno najbolj pomembna Cas1 in Cas2 (Barrangou in sod., 2007; Brouns 
in sod., 2008). Proteini, ki sodelujejo pri fazi adaptacije, so bolj ohranjeni, kot tisti, ki 
sodelujejo pri ekspresiji in interferenci (Makarova in sod., 2011). 
2.1.2.2 Izražanje 
Dolg primaren transkript lokusa CRISPR (pre-crRNA) se prepiše in procesira v krajše 
crRNA s pomočjo endoribonukleaz, ki lahko delujejo kot velik kompleks ali posamezno. 
Obstaja več načinov procesiranja pre-crRNA. Pri Streptococcus pyogenes je za procesiranje 
pre-crRNA potrebna tra-crRNA, ki služi kot vodilna RNA za RNazo III ob prisotnosti Cas9 
(Deltcheva in sod., 2011).  
2.1.2.3 Interferenca 
Zadnji korak je interferenca, pri kateri pride do razreza tarčnega zaporedja tuje DNA 
(Garneau in sod., 2010). crRNA zaporedje vodi encimski kompleks do zaporedja, ki je 
komplementarno vmesniku (Brouns in sod., 2008). Pri interferenci imajo ključno vlogo 
zaporedja PAM v tuji DNA, ki omogočajo vezavo proteina Cas preko aminokislinskih 
ostankov (Anders in sod., 2014). Različni proteini Cas lahko sodelujejo pri različnih fazah 
odziva posamezno ali kot kompleks (Van Der Oost in sod., 2009). 
2.2 RAZREDI IN TIPI SISTEMOV CRISPR CAS 
Obstajata dva razreda in pet tipov sistemov. Razred 1 zajema crRNA efektorski kompleks, 
ki ga sestavlja več različnih proteinov (tip I, III in IV), razred 2 pa proteine Cas, ki delujejo 
posamično (tip II in V) (Slika 2). Trije najpomembnejši in najprej odkriti tipi imajo svoje 
tipične predstavnike: Cas3 za tip I, Cas9 za tip II in Cas10 za tip III. Tip I in III sta si zelo 
podobna in delujeta tako, da Cas endonukleaza procesira pre-crRNA v crRNA s katero 
kasneje tvori kompleks, ki prepozna in reže nukleotidna zaporedja, komplementarna 
zaporedju crRNA. Pri tipu II pa se pre-crRNA procesira tako, da se preko ponavljajočega 
zaporedja poveže s tra-crRNA. Dvoverižno RNA nato v prisotnosti proteinov Cas procesira 
ribonukleaza RNaza III (Makarova in sod., 2011, 2015).  
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Slika 2: Razvrščeni proteini Cas po klasifikaciji in funkciji. Proteini, ki opravljajo več funkcij, so obarvani z 
več barvami. Proteini Cas se delijo na dva razreda in pet tipov (Makarova in sod., 2015). 
2.2.1 Cas9 
Nukleaza Cas9 je bila ena izmed prvih okarakteriziranih Cas proteinov, zato jo uporablja 
velika večina raziskovalcev. Cas9 proteini se med organizmi razlikujejo po številu 
aminokislin, ki jih sestavljajo. Pri Streptococcus thermophilus je multidomenski protein 
Cas9 sestavljen iz 1409 aminokislinskih ostankov (Jinek et al., 2014). Z računalniškimi 
modeli so odkrili, da ga sestavljata dve nukleazni domeni, in sicer RuvC in HNH (Makarova 
in sod., 2006). HNH motiv je značilen za nukleaze, ki delujejo na dsDNA (Kleanthous in 
sod., 1999; Ko in sod., 1999.; Saravanan in sod., 2004; Shen in sod. , 2004), RuvC pa imajo 
mnogi proteini z nukleolitično funkcijo (Nowotny in sod., 2005). HNH domena reže DNA 
na strani, ki je komplementarna sgRNA, RuvC pa na nekomplementarni strani (Gasiunas in 
sod., 2012; Jinek in sod., 2012.). Mutacije v teh dveh domenah privedeta do 
nefunkcionalnosti proteina Cas9 (Sapranauskas in sod., 2011). sgRNA se poveže s Cas9 in 
vzpodbudi konformacijsko spremembo, da se encim lahko veže na DNA (Jinek in sod., 
2014), k čemur pripomore tudi ohranjena argininska regija (Sampson in sod., 2013). 
2.3 VNAŠANJE DVOJNIH PRELOMOV IN POPRAVLJALNI MEHANIZMI 
Urejanje genomov poteka tako, da na želeno mesto v genomu vnesemo dvojni prelom, ki se 
nato popravi z NHEJ ali s HDR. Posledica NHEJ so lahko insercije ali delecije (indeli), ki 
lahko privedejo do spremembe v translacijskem bralnem okvirju ali pa spremenijo vezavna 
mesta v promotorjih. V DNA lahko tako pride do pojava stop kodona, premika bralnega 
okvirja ali nekodirajočega zaporedja in posledično do preprečitve izražanja tarčnega gena. S 
pomočjo HDR pa lahko v tarčno mesto vstavimo želeno DNA zaporedje, ki ga vnesemo v 
 
Luskar L. Optimizacija izbijanja tarčnega gena v krompirju s tehnologijo CRISPR Cas9. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
7 
 
celico, in služi kot donorsko zaporedje za homologno rekombinacijo (Sander in Joung, 
2014). 
 
Slika 3: Dvojni prelomi, ki jih naredijo nukleaze, se lahko popravijo z nehomolognim združevanjem koncev 
ali s homologno rekombinacijo. Nenatančno nehomologno združevanje koncev lahko povzroči nastanek 
insercij ali delecij na mestu dvojnega preloma. S homologno rekombinacijo lahko pride do točkovnih mutacij 
ali pa do vnosa donorskega zaporedja (Sander in Joung, 2014). 
2.4 CRISPR CAS9 V RASTLINAH 
2.4.1 Prve uporabe CRISPR Cas9 v rastlinah 
Prvi članki o uporabi CRISPR Cas9 pri rastlinah so se začeli pojavljati leta 2013, ko so 
znanstveniki metodo preizkusili na navadnem repnjakovcu, tobaku in rižu. Eni izmed prvih 
so bili Feng in sod. (2013). Cas9 so izrazili pod promotorjem CaMV 35S, sgRNA s tarčo na  
različnih genih pa pod AtU6-26 pri navadnem repnjakovcu (Arabidopsis thaliana) in OsU6-
2 pri rižu. Cas9 in sgRNA z ustreznimi promotorji so klonirali v en vektor, s katerim so 
najprej testirali CRISPR Cas9 na protoplastih, nato pa še s stabilno transformacijo z 
agrobakterijami. Na protoplastih so najprej preizkusili ali sistem deluje na reporterski sistem 
YF-FP. V protoplaste so s kotransformacijo vnesli konstrukte za CRISPR Cas in vektorje z 
reporterskim sistemom. YF-FP je na dva dela razdeljen fluorescenčni protein YFP. V 
primeru, da YFP sveti, pomeni da je Cas9 rezal nukleotidno zaporedje med YF in FP, kjer 
je zaradi homologne rekombinacije prišlo do popravila gena in rumene fluorescence. Ko so 
delovanje potrdili, so se lotili poskusov na rastlinskem genomu. Izbrali so gene, za katere so 
poznali fenotipske posledice ob utišanju, za lažje spremljanje delovanja sistema CRISPR 
Cas9. Pri rastlinah navadnega repnjakovca so se lotili stabilne transformacije z namakanjem 
cvetov (angl. floral dipping), pri rižu pa na tkivni kulturi. Pri navadnem repnjakovcu so 
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zaznali zgodnje spremembe v rasti. Delež spremenjenih rastlin je variiral glede na izbran 
tarčni gen. Pri rižu je bilo spremenjenih 10 % rastlin, ki so se od ostalih ločile po albino 
listih. Spremembe so potrdili z RFLP analizo (angl. restriction fragment length 
polymorphism) in sekvenciranjem tarčnih odsekov (Feng in sod., 2013). 
Xie in sod. (2013) so uspešno uporabili sistem CRISPR Cas9 pri rižu, kjer so sgRNA in Cas9 
vnesli v protoplaste s plazmidom pRGE. Konstruirali so 3 sgRNA zaporedja, vsa s tarčnim 
mestom v genu OsMpk5. Po transformaciji so genomsko DNA tretirali z restrikcijskimi 
encimi, ki imajo tarčno mesto tam, kjer naj bi nastale mutacije, zato spremenjena DNA ni 
bila razgrajena. Tarčne odseke DNA so pomnožili s PCR (angl. polymerase chain reaction). 
Po sekvenciranju so ugotovili, da je prišlo do mutacij na želenem mestu, tj. 3 bp navzgor od 
zaporedja PAM, kjer je prišlo do insercij (42–192 bp) ali delecij (3–14 bp) (Xie in Yang, 
2013).  
Med prvimi pa so bili tudi Nekrasov in sod. (2013), ki so CRISPR preizkusili na tobaku 
(Nicotiana benthamiana). Vodilno RNA so načrtovali v genu Pds (angl. phytoene 
desaturase), ki je v tarči vseboval restikcijsko mesto za encim MlyI. Naredili so poskus 
prehodne transformacije s pomočjo agrobakterij in v rastline tobaka vnesli Cas9-GFP ter 
sgRNA. Po dveh dneh so izolirali DNA iz okuženih predelov, jo razgradili z encimom MlyI 
in tarčni odsek gena pomnožili s PCR. S tem so se omejili na molekule DNA, ki imajo 
spremembe v zaporedju, ki kodira restrikcijsko mesto za MlyI, torej na molekule, kjer je bilo 
delovanje sistema CRISPR Cas9 uspešno. Rezultati sekvenciranja so pokazali, da je pri eni 
liniji imelo 17 od 20 klonov indele, medtem ko pri drugi liniji niso odkrili sprememb. Del 
lista, kjer so ugotovili uspešno delovanje CRISPR Cas9, so regenerirali in pridobili 30 
rastlin, med katerimi sta dve od teh imeli spremembo v genu. Po sekvenciranju so ugotovili, 
da obe še vedno vsebujeta alele divjega tipa. Ena rastlina je kazala mozaično spremembo, 
druga pa mozaično ali heterozigotno. 
Od leta 2013 so CRISPR Cas9 preizkusili na navadnem repnjakovcu, tobaku, rižu, pšenici, 
koruzi in paradižniku ter pokazali, da se v genomu narejene spremembe lahko prenašajo na 
naslednje generacije (Liu in sod., 2017; Silva in Patron, 2017). 
2.4.2 CRISPR Cas9 v krompirju 
Uspešno izbitje genov pri krompirju z metodo CRISPR Cas so prvič pokazali Wang in sod. 
(2015). Pripravili so plazmid pCAMBIA, ki je imel sgRNA pod promotorjem StU6p  in 
optimizirano SpCas9 pod promotorjem CaMV 35S. Delovanje plazmida so najprej preverili 
s prehodno transformacijo na tobaku. Po potrditvi delovanja so plazmid uporabili na 
krompirju, kjer so za tarčni gen izbrali gen StIaa2, ki kodira AUX/IAA protein. Pridobili so 
12 rastlin, od katerih so iz šestih izolirali DNA, tarčni gen pomnožili s PCR, klonirali in 
sekvencirali. Dve rastlini sta bili monoalelna homozigota z delecijami od 2 do 18 bp, ena 
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rastlina bialelni homozigot, ena divji tip in dve heterozigoti. Sprememb izven tarčnega mesta 
niso našli (Wang in sod., 2015). 
V letu 2015 so CRISPR Cas9 uporabili tudi Butler in sod., ki so sistem preizkusili na 
diploidnem in tetraploidnem krompirju. Njihov tarčni gen je bil StAls1, ki kodira acetolaktat 
sintazo. Uporabili so plazmida pMDC32 in pLSL za transformacijo listnih izsečkov. Vzorčili 
so kalus in iz njega izolirali genomsko DNA (gDNA). Spremenjen kalus so regenerirali do 
poganjkov in iz listov prav tako izolirali gDNA. S pomočjo PCR reakcije in restrikcijskih 
encimov so potrdili spremembe v tarčnem genu transgenih rastlin (Butler in sod., 2015). 
V študiji odpornosti krompirja na pomanjkanje fosforja so Zhou in sod. (2017) odkrili, da 
ima gen StMyb44 v času pomanjkanja fosforja znižano ekspresijo. Pripravili so rastline s 
povečano ekspresijo gena StPho1, ki je pod regulacijo gena StMyb44, in rastline z izbitim 
genom StMyb44 z metodo CRISPR Cas9. Za vodilno RNA so vzeli odsek mRNA StMyb44 
med nukleotidi 376 in 396 in jo vstavili v plazmid pKSE401, ki vsebuje ogrodje sgRNA ter 
zapis za encim Cas9. Stabilno transformacijo z agrobakterijami so naredili na sorti krompirja 
Désirée in pridobili 11 na kanamicin odpornih linij. S PCR so potrdili prisotnost Cas v vseh 
11-ih linijah. Tarčni gen so pomnožili s PCR in s sekvenciranjem ugotovili, da je v 9 od 11-
ih linijah prišlo do delecij, dolgih 2–120 nt, ali pa do insercij nukleotidov A ali T. Z analizo 
SNP (angl. single nucletide polymorphism) so ugotovili, da ima genom 8 alelov 
preiskovanega gena in da transgene linije še vedno vsebujejo alele divjega tipa. Fenotipsko 
se rastline niso razlikovale od rastlin divjega tipa, prav tako med njimi niso našli razlik v 
koncentraciji fosforja v koreninah in poganjkih. Zaključili so, da izbitje gena StMyb44 ne 
povzroči povečane transkripcije gena StPho1, saj na njegovo ekspresijo vplivajo še drugi 
transkripcijski faktorji. 
Za uporabo v kmetijstvu so pomembni rezultati prehodne transformacije protoplastov 
krompirja, ki so jo uspešno izvedli Andersson in sod. (2017). Njihov tarčni gen je bil Gbss, 
ki kodira sintezo škroba, nefunkcionalen gen pa povzroči zmanjšano sintezo amiloze. Izbrali 
so tri sgRNA, ki imajo tarčno mesto v genu Gbss. Izolirane protoplaste so transformirali s 
pripravljenimi plazmidi z različnimi koncentracijami polietilen glikola (PEG). Spremembe 
so spremljali s PCR analizo fragmentov z visoko resolucijo (HRFA, angl. high-resolution 
fragment analysis), ki zazna spremembo v dolžini 1 nt. Regenerirane rastline iz 
transformiranih protoplastov so pognale gomolje, ki so pri rastlinah s štirimi spremenjenimi 
aleli gena Gbss imele več amilopektina kot amiloze, kar so opazili pri barvanju škrobnih zrn 
z jodom. Naredili so različne eksperimente in ugotovili, da je več spremenjenih alelov 
vsebovalo 20–60 % mutiranih linij, odvisno od eksperimenta. Že en sam nespremenjen alel 
pa je dovolj, da se ohrani encimska aktivnost (Andersson in sod., 2017).  
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2.5 KROMPIR  
Krompir izvira iz Andov in spada v družino razhudnikovk (Solanaceae). V Evropo so ga 
prinesli konec 16. stoletja. Danes je po svetu najbolj razširjena podvrsta razhudnikovk 
krompir (Solanum tuberosum L.), ki je ena izmed pomembnejših prehranskih poljščin, takoj 
za rižem, pšenico in koruzo. Gomolj se uporablja za prehrano ljudi in živali ter za pridelavo 
škroba v industriji. Je tetraploid in ima 48 kromosomov. Krompir je enostaven za gojenje, 
vendar pa težavo pri pridelavi predstavljajo bolezni in škodljivci. Teh je več kot 75, med 
njimi tudi koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata), krompirjeva plesen (Phytophthora 
infestans) in krompirjev virus Y (PVY, angl. potato virus Y) (Douches in Jastrzebski, 1993). 
2.6 KROMPIRJEV VIRUS Y 
Krompirjev virus Y (PVY) je eden najstarejših raslinskih virusov, ki pri krompirju povzroča 
bolezen in s tem tudi upad in neuporabnost pridelka (Douches in Jastrzebski, 1993). Poleg 
krompirja okužuje tudi ostale rastlinske vrste družine razhudnikovk, kot so tobak, paprika in 
paradižnik. Do prenosa okužbe lahko pride z ušmi, mehanskim prenosom ali z okuženimi 
gomolji (Kerlan in sod., 2011). Spada v rod Potyvirus, v drugo največjo družino rastlinskih 
virusov, družino Potyviridae. Njegov 9,7 kb velik genom sestavlja pozitivna enoverižna 
RNA, ki ima na 5'-koncu kovalentno vezan VPg protein, na 3'-koncu pa poliadeninski rep, 
ki sodelujeta pri zaščiti, prepisovanju in izražanju genoma. Iz RNA se prepiše dolg 
poliprotein, ki ga virusno specifične proteaze razcepijo na deset proteinov (Karasev in Gray, 
2013). Neodvisno od poliproteina pa se iz alternativnega bralnega okvirja prepiše krajši 
protein PIPO (angl. pretty interesting Potyviridae ORF), ki je najverjetneje odgovoren za 
premikanje virusa med celicami (Chung in sod., 2008). 
PVY pri krompirju povzroča bolezni listov in bolezni gomolja. Simptomi se razlikujejo 
glede na sorto krompirja, sev PVY in okoljske dejavnike, razlikujejo pa se tudi glede na to, 
ali je prišlo do primarne ali sekundarne okužbe, ki je posledica okuženega semenskega 
gomolja. Na listih so znaki okužbe lahko nagubanost in popačenost listov, pojav nekrotičnih 
lezij, porumenenje in ovenenje listov. Nekateri sevi pa lahko okužijo gomolje in povzročijo 
obročkasto nekrozo gomoljev (Karasev in Gray, 2013). 
2.7 RASTLINSKI IMUNSKI ODZIV 
Rastline nimajo imunskih celic, zato si v obrambi pred patogeni pomagajo s kompleksnim, 
učinkovitim in specifičnim obrambnim sistemom. Kutikula in epitelij predstavljata fizično 
bariero med rastlino in patogenom ter s tem zagotavljata konstitutivno obrambo. V primeru, 
da patogen premaga fizično bariero, imajo rastline sistem, ki zaznava patogene in ga 
imenujemo inducibilna obramba (Doughari, 2015). Rastline so sposobne zaznavati 
molekularne vzorce določenega patogena ali njegove efektorske molekule. Z vzorci izzvana 
imunost (PTI, angl. pattern-triggered immunity) se sproži, ko receptorji za prepoznavanje 
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vzorcev (PRR, angl. pattern recognition receptors) zaznajo molekularne vzorce oz. 
molekule (PAMP, angl. microbial oz. pathogen-associated molecular patterns) (Gust in 
sod., 2017). Posledično pride do sinteze salicilne kisline, jasmonske kisline, etilena, 
oksidativnega izbruha, proizvodnje protimikrobnih snovi, nalaganja kaloze ob plazmodezme 
in zmanjšanega prenosa snovi iz citosola v apoplast (Bigeard in sod., 2015). Tekom evolucije 
so patogeni razvili različne načine, da bi se izognili PTI. Z efektorskimi molekulami ga lahko 
zatrejo, obidejo s toksičnimi efektorji ali pa razgradijo produkte obrambnih signalov. 
Rastline so v odgovor razvile z efektorji izzvano imunost (ETI, angl. effector-triggered 
immunity), pri kateri imajo vlogo proteini R (Anderson in sod., 2010). Le-ti zaznavajo 
efektorske molekule ali pa modifikacije ključnih rastlinskih proteinov (Dangl in Jones, 
2001). Posledično pride do preobčutljivostnega odziva, ki se izraža v obliki lokalizirane 
programirane celične smrti, sinteze salicilne kisline in oksidativnega izbruha, ki prepreči 
širjenje škodljivca po rastlini (Wu in sod., 2014). 
2.7.1 Rastlinski imunski sistem po okužbi s krompirjevim virusom Y 
Interakcije med rastlinami in povzročitelji bolezni so lahko različne. V primeru 
nekompatibilne interakcije rastline ne razvijejo vidnih simptomov ali pa so le-ti zelo 
omejeni, saj rastlina virusu onemogoča razmnoževanje. Pri nekompatibilni interakciji se 
lahko rastlina odzove z ekstremno odpornostjo (ER, angl. extreme resistance) ali 
preobčutljivostnim odzivom (HR, angl. hipersensitive response). Kadar se virus ne širi v 
sosednje celice in okužba ne vpliva na rastlino, govorimo o ekstremni odpornosti. 
Preobčutljivostni odziv pa pomeni, da se na okuženi rastlini pojavijo nekrotične lezije, ki 
omejijo širjenje virusa, zato virus nima vpliva na vitalnost rastlin (Pompe-Novak in 
Lacomme, 2017). Kadar se virus lahko v rastlinah razmnožuje, govorimo o kompatibilni 
interakciji. Občutljive rastline so tiste, ki razvijejo simptome, tolerantne pa ne ali pa zelo 
malo, čeprav se virus lahko širi po rastlini (Ravnikar, 2005). 
Odpornost na PVY pri krompirju zagotavljajo geni R pri ER in geni N pri HR. Gene R 
najdemo pri divjih sorodnikih krompirja, ki jih uporabljajo pri klasičnem žlahtnenju. 
Aktivacija proteinov R privede do metabolnih sprememb obrambnih hormonov, kot so 
salicilna kislina, jasmonska kislina, dušikovega oksida in akumulacije reaktivnih kisikovih 
zvrsti na nivoju celotnega tkiva. Interakcije med geni N in virusom so zelo specifične in 
odvisne od temperature, zato so ti geni manj primerni za žlahtnitelje (Karasev in Gray, 2013). 
2.8 REAKTIVNE KISIKOVE ZVRSTI 
Reaktivne kisikove zvrsti (ROS, angl. reactive oxygen species) imajo ključno vlogo pri 
prenosu signalov v celici. Takšen način signaliziranja je evolucijsko ohranjen pri vseh 
aerobnih organizmih. Singletni kisik (1O2), superoksidni anion (O2
−) pa tudi vodikov 
peroksid (H2O2) so vključeni v regulacijo rasti, razvoja, odgovora na zunanje dejavnike in 
celično smrt (Suzuki in sod., 2012). ROS se tvorijo v kloroplastih, mitohondriju, 
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peroksisomih ali pa v drugih celičnih organelih, kjer najdemo proteine ali molekule z dovolj 
visokim redoks potencialom, da lahko vzburijo ali oddajo elektron atmosferskemu kisiku. 
Celica vzdržuje raven ROS v netoksični koncentraciji. Le-ta je odvisna od razmerja 
produkcije in odstranjevanja ROS z antioksidativnimi encimi ali antioksidanti (Mittler in 
sod., 2004). Signalizacija z ROS je povezana tudi z NADPH oksidazami in peroksidazami, 
ki proizvajajo ROS v apoplastu, in kopičenjem ROS v citoplazmi. Zaradi ROS lahko pride 
do celične smrti po dveh različnih poteh. Če je koncentracija ROS v nekem predelu 
previsoka, pride do reakcije z železom, pri čemer nastanejo toksični hidroksilni radikali, ki 
poškodujejo DNA ali proteine. Kadar popravljalni mehanizmi niso učinkoviti, pride do 
celične smrti. Po drugi poti pa ROS sprožijo signalne poti, ki vodijo v programirano celično 
smrt (Mittler, 2017). Nastanek ROS je reguliran kot pozitivna povratna zanka, zato pri 
okužbi pride do prenosa ROS in prenosa signala za obrambo do oddaljenih listov (Costa in 
sod., 2003). 
2.9 OKSIDAZE OKSIDATIVNEGA IZBRUHA   
2.9.1 RBOH na splošno 
Ključen vir ROS pri rastlinah so NADPH oksidaze, ki spadajo v družino homologov oksidaz 
oksidativnega izbruha oz. oksidaz RBOH. Pri sesalcih so NADPH oksidaze razdeljene v tri 
skupine: NOX1-NOX4, NOX5 ter DUOX (Bedard in Krause, 2007). Po strukturi in 
delovanju so oksidaze RBOH najbolj podobne sesalskim oksidazam NOX5 in DUOX 
(Kadota in sod., 2015). 
Na C-terminalnem koncu proteina RBOH se nahaja FAD- in NADPH vezavna domena, 6 
transmembranskih α-heliksov, dve hem skupini in oksidazna domena, na N-terminalnem 
koncu pa dve EF-dlani in fosforilacijska domena (Slika 4) (Kobayashi in sod., 2007; 
Ogasawara in sod., 2008; Lin in sod., 2009; Glyan’ko in Ischenko, 2010; Suzuki in sod., 
2011; Kimura in sod., 2012).  
RBOH igrajo pomembno vlogo pri signaliziranju v rastlinah. ROS, ki jih proizvedejo RBOH 
so povezani z vzpostavitvijo obrambe in odziva na patogene. Velikokrat so povezane s 
preobčutljivostnim odzivom. Regulirajo signaliziranje pri odzivu na abiotski stres, kot je 
vročina, suša, hlad, slanost in mehanske poškodbe. Poleg tega so pomembne pri regulaciji 
rasti polariziranih celic pri koreninskih laskih in rasti peloda ter zorenju semen (Suzuki in 
sod., 2011).  
Pri navadnem repnjakovcu so odkrili 10 Rboh genov in jih poimenovali od A do J (Zipfel in 
Oldroyd, 2017). Najbolj izražena je oksidaza AtRbohD, ki sodeluje pri odzivu na patogene, 
pri zapiranju listnih rež, sistemskem signaliziranju ob stresu in lignifikaciji (Suzuki in sod., 
2011). Pri krompirju pa je bilo identificiranih 5 genov StRbohA, StRbohB, StRbohC, 
StRbohD in StRbohF (Kaur in sod., 2014). Danes vemo, da pri krompirju najdemo dva gena 
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za oksidazo RBOHD, in sicer RbohD1 (Sotub06g025550.1.1) in RbohD2 
(Sotub06g025580.1.1). Oba se nahajata na 6. kromosomu (OrcAE, 2012). 
NADPH oksidaze prenašajo elektrone iz NADPH ali NADH v citosolu do kisika v 
apoplastu, kjer pride do produkcije superoksidnega iona (O2
-) (Kadota in sod., 2015). O2
- se 
kasneje pretvori v H2O2 preko superoksid dismutaze in deluje kot signalna molekula, ki 
regulira celični metabolizem (Lin in sod., 2009). Raziskave na navadnem repnjakovcu so 
pokazale, da ob okužbi s patogenom pride do prepoznavanja vzorcev PAMP preko 
kompleksa PRR. PRR prenese signal na BAK1, kar privede do fosforilacije kinaze BIK1, ki 
fosforilira N-konec RBOHD, to pa povzroči produkcijo ROS (Kadota in sod., 2014). 
Kobayashi in sod. (2007) so ugotovili, da so za produkcijo ROS z RBOH pri krompirju 
pomembne tudi od kalcija odvisne kinaze CDPK (angl. calcium-dependent protein kinase). 
Kinaze CDPK zaznajo influks kalcija v citosol in fosforilirajo N-konec RBOHD, kar pospeši 
produkcijo ROS. Povečana koncentracija Ca2+ je nujna za aktivacijo RBOHD, saj se z 
vezavo Ca2+ spremeni konformacija domene EF na N terminalnem koncu. V heterolognem 
sistemu bakterije E.coli so Ogasawara in sod. ugotovili, da fosforilacija in vezava Ca2+ 
sinergistično vplivata na aktivacijo RBOHD navadnega repnjakovca (Ogasawara in sod., 
2008). Delovanje oksidaz RBOH in njihova regulacija sta zelo kompleksna, zato si 
raziskovalci še vedno niso enotni in vsako odkritje doprinese k boljšemu razumevanju. 
 
Slika 4: Shematski prikaz rastlinske oksidaze RBOH. Na N-terminalnem koncu se nahajata dve EF dlani, na 
C-terminalnem koncu pa FAD- in NADPH vezavni domeni. V sredini proteina je 6 transmembranskih α-
heliksov in dve hem skupini (Suzuki in sod., 2011). 
2.9.2 RBOHD pri drugih patosistemih  
Torres in sod. (2001) so ugotovili, da mutante RbohD in F rastlin navadnega repnjakovca 
težje premagajo okužbo z avirulentnim sevom bakterije Pseudomonas syringae. Odkrili so, 
da je RBOHD ključen za produkcijo ROS, RBOHF pa za kontrolo celične smrti ob okužbi 
z bakterijo P. syringae. Pri poskusih z glivo Peronospora parasitica so prišli do nasprotnih 
ugotovitev, saj je pri teh rastlinah bil HR pri dvojnih mutantah povečan in ne zmanjšan, kot 
je bilo pri poskusih z bakterijo P. syringae. 
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Pogány in sod. (2009) so raziskovali interakcijo med glivo Alternaria brassicicola in A. 
thaniana. V primerjavi s slepo okuženimi rastlinami so odkrili, da je izražanje gena RbohD 
povečano pri rastlinah okuženih z glivo. Pri rastlinah z izbitim genom RbohD je prišlo do 
obširnejše celične smrti v primerjavi s kontrolnimi rastlinami. V svoji raziskavi so zaključili, 
da so ROS, ki jih proizvedejo RBOHD, odgovorni za celično smrt okuženih celic. Zaradi 
ROS pride do zmanjšanja koncentracije etilena in povečanja koncentracije salicilne kisline, 
kar omeji celično smrt sosednjih celic (Pogány in sod., 2009). 
Dubiella in sod. (2013) so ugotovili, da pri okužbi rastlin navadnega repnjakovca z bakterijo 
P. syringae kinaza CPK5 fosforilira oksidazo RBOHD, ki nato sproži komunikacijo med 
celicami. Bakterijska molekula flagelin povzroči fosforilacijo RBOHD. Mutante ne morejo 
proizvesti ROS in so bolj občutljive na okužbe s patogeni. 
2.9.3 RBOHD v patosistemih pri krompirju 
Krompirjeva oksidaza RBOHD je od kalcija odvisna NADPH oksidaza, ki generira 
superokside (UniProt, 2019). Odgovorna je za oksidativen izbruh pri odzivu na patogena v 
listih (Kadota in sod., 2015). Sestavljena je iz več domen, ki so navedene v Preglednici 1, 
shematsko pa so prikazane na Sliki 4. 
Preglednica 1: Domene proteina RBOHD pri krompirju. Zaporedje smo poiskali v podatkovni bazi UniProt 
(2019). 
Domena Domena (angl.) Regija (ak) 
EF-dlan EF-hand domain pair 124–272 
riboflavin sintazi podoben beta sodček Riboflavin synthase-like beta-barrel 557–667 
citokrom b245 Cytochrome b245, heavy chain 
404–422, 496–516, 
818–836 
NADPH oksidaza oksidativnega 
izbruha 
NADPH oxidase respiratory burst 97–197 
EF-dlan domena EF-hand domain 
194–229, 238–273, 
175–223 
železova reduktaza – transmembranska 
komponenta 
Ferric reductase transmembrane 
component-like domain 
358–514 
ferodoksin reduktaza – FAD vezavna 
domena 
Ferredoxin reductase-type FAD-binding 
domain 
578–670 
FAD vezavna domena 8 FAD-binding 8 557–667 
železova reduktaza – NAD vezavna 
domena 
Ferric reductase, NAD binding domain 674–839 
EF-dlan – kalcij vezavno mesto EF-hand, calcium-binding site 207–219 
Kobayashi in sod. (2007) so v svojih raziskavah preučevali oksidaze RBOH pri krompirju. 
V interakciji z glivo Phytophthora infestans so opazili akumulacijo H2O2 v gomoljih. Ob 
uporabi NADPH oksidaznega inhibitorja do akumulacije H2O2 ni prišlo. Do oksidativnega 
izbruha prav tako ni prišlo v primeru inhibicije proteinskih kinaz ali kalcija.  
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Do sedaj ni bilo narejenih veliko raziskav, ki bi preučevale StRbohD v odzivu na PVY. V 
predhodnih raziskavah na NIB je Dušak (2018) ugotovila, da ima StRbohD pomembno vlogo 
pri okužbi s PVY N605-GFP, saj so imele rastline, ki so imele utišan gen StRbohD, večje 
število lezij kot kontrolne rastline. Virus je pri transformiranih rastlinah napredoval v zgornje 
neinokulirane liste, medtem ko se to pri netransformiranih rastlinah ni zgodilo. S tem so 
pokazali, da ima pri rastlinah krompirja RBOHD pomembno vlogo pri preprečevanju 
širjenja virusa.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Organizmi 
3.1.1.1 Rastlinski material 
Delo je potekalo z rastlinami krompirja (Solanum tuberosum L.) sort Rywal in Désirée, za 
pozitivno kontrolo pa smo uporabili genotip NahG-Rywal, ki izraža hidroksilazo salicilne 
kisline, ki razgrajuje salicilno kislino. Rastline smo v obliki tkivnih kultur dobili iz stalne 
zbirke na NIB. 
Za namnoževanje in vzdrževanje virusa PVY N605-GFP smo uporabljali rastline tobaka 
(Nicotiana tabacum L.) var Xanthi. Zalogo virusa je v tobaku enostavno vzdrževati, saj 
rastline ne kažejo simptomov okužbe, virus pa se v takih listih lahko dobro namnoži. 
Pogoji v rastni komori so bili 16 ur svetlobe pri 21 °C ter 8 ur teme pri 19 °C. 
3.1.1.2 Bakterije 
Za namnoževanje uporabljenih plazmidov smo uporabili zalogo kompetentnih celic E. coli, 
ki smo jo pripravili iz komercialnih celic One Shot Top10 (Thermo Fisher Scientific). 
Stabilna transformacija krompirja je potekala z agrobakterijami sev LBA4404. Kompetentne 
celice smo pripravili iz komercialnih agrobakterij sev LBA4404 (ElectroMAX Thermo 
Fisher Scientific), ki imajo zapis za odpornost na rifampicin in vsebujejo razorožen Ti-
plazmid z geni vir, brez funkcionalne regije T-DNA. 
3.1.1.3 Virus 
Za preverjanje imunskega odziva pri transformiranih rastlinah smo uporabljali virus PVY 
N605-GFP. Gre za virus, ki so mu Rupar in sod. (2015) med nukleotidni zaporedji za gena 
Nib in CP vstavil zaporedje, ki kodira zeleni fluorescenčni protein (GFP, angl. green 
fluorescent protein). Po translaciji virusne RNA virusna proteinaza izreže GFP iz 
poliproteina, zato lahko zeleno fluorescenco vidimo v citoplazmi in takšno pomnoževanje 
virusa spremljamo in vivo. 
3.1.2 Plazmidi 
Za vnos sgRNA smo imeli na voljo dva plazmida; pRGEB31 in pICH86966. Za 
sekvenciranje smo uporabljali plazmid pJET, v katerega smo klonirali pomnožene odseke 
genomske DNA krompirja.  
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Plazmid pRGEB31 je dolg 15.037 baz in vsebuje ogrodje za sgRNA ter zapis za Cas9 (Xie 
in Yang, 2013). Na plazmidu sta dve mesti za začetek podvojevanja (ori, angl. origin of 
replication), in sicer eno za podvojevanje v bakterijah E. coli (ColE1) in drugo za 
podvojevanje v agrobakterijah (pVS1). Plazmid se lahko zaradi mest LB (angl. left border) 
T-DNA ter RB (angl. right border) T-DNA ponovitev s pomočjo agrobakterij vstavi v 
genom rastlin. Med ponovitvama se nahaja zapis za aminoglikozid fosfotransferazo, ki 
omogoča odpornost na antibiotik higromicin in omogoča pozitivno selekcijo rastlin z 
vstavljenim plazmidom. Kanamicinska rezistenca omogoča pozitivno selekcijo v bakterijah. 
Zraven zapisa za ogrodje sgRNA je mesto, ki ga reže endonukleaza BsaI, kamor smo vstavili 
želeno tarčno zaporedje sgRNA. Promotor za izražanje sgRNA je rižev promotor snoRNA 
U3, za Cas9 pa konstitutivni promotor 35S virusa mozaika cvetače CaMV.  
 
Slika 5: Plazmidna karta vektorja pRGEB31 (Xie in sod., 2013). 
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Plazmid pICH86966 nosi zapis za sgRNA ogrodje pod promotorjem AtU6p. Plazmidu so v 
predhodnih raziskavah na NIB dodali restrikcijsko mesto BsaI, da smo za vnos sgRNA 
uporabili protokol, ki ga uporabljamo za vnos sgRNA v vektor pRGEB31. Plazmid ne 
vsebuje zapisa za Cas9, zato bi za delovanje CRISPR Cas9 sistema potrebovali dodaten 
plazmid. Ima zapis ori za podvojevanje v E. coli in pVS1ori za podvojevanje v 
agrobakterijah, desno in levo ponovitev za vstavljanje v rastlinsko DNA ter kanamicinsko 
rezistenco. 
 
Slika 6: Plazmidna karta vektorja pICH86966 (Weber in sod., 2011). 
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V klonirno mesto (MCS, angl. multiple cloning site) plazmida pJET smo vstavili pomnožene 
odseke DNA, ki smo jih želeli sekvencirati. Plazmid ima zapis za odpornost proti ampicilinu.  
 
Slika 7: Plazmidna karta vektorja pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, 2017). 
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3.1.3 Gojišča in pufri 
Preglednica 2: Sestava uporabljenih gojišč. 
Ime gojišča pH Sestavine gojišča Koncentracija 
Bakterijska gojišča 
LB 7,5 
kvasni ekstrakt (BD) 
NaCl (Merck) 
tripton (BD) 






goveji ekstrakt (Difco) 
kvasni ekstrakt (BD) 
pepton (BD) 
saharoza (Kemika) 







kvasni ekstrakt (BD) 
manitol (Kemika) 
MgSO4 × 7H2O (Merck) 
K2HPO4 × 3H2O (Kemika) 
NaCl (Merck) 





























MS z vitamini (Duchefa) 








MS z vitamini (Duchefa) 
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nadaljevanje Preglednice 2 
Ime gojišča pH Sestavine gojišča Koncentracija 
Rastlinska gojišča 
Gojišče B za 
regeneracijo protoplastov 
5,75 
Nitcsch makrosoli (Duchefa) 
½ MS mikrosoli (Duchefa) 
mio-inozitol (Duchefa) 
tiamin HCl (Duchefa) 
glicin 
nikotinska kislina (Duchefa) 
piridoksin HCl (Duchefa) 
folna kislina (Duchefa) 
manitol (Kemika) 



















Preglednica 3: Seznam uporabljenih antibiotikov.  
Antibiotik Koncentracija založne 
raztopine (50 mg/ml) 
Končna koncentracija (µg/ml) 
ampicilin (Sigma) 50 100 
kloramfenikol (Sigma) 50 50 
higromicin (Invitrogen) 100 20 
kanamicin (Duchefa) 50 50 
makrocef (Krka) 250 250 
rifampicin (Sigma) 50 20 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih rastlinskih hormonov. 
Hormon Koncentracija založne raztopine 
2,4-dikloroocetna kislina (2,4-D) (Fluka) 220 mg/l 
6-benzilaminopurin (BAP) (Sigma) 1 mg/ml ali 220 mg/l 
giberelinska kislina (GA3) (Sigma) 1 mg/ml 
α-naftalenocetna kislina (NAA) (Sigma) 1 mg/ml, 180 mg/l ali 100 mg/ml 
trans-zeatin ribozid (ZR) (Duchefa) 220 mg/l 
Raztopine in pufri: 
 50 × pufer Modified TAE (Milipore) za modificirano gelsko elektroforezo 
 50 × pufer TAE (Milipore) za gelsko elektroforezo  
 lestvica DNA MassRuler DNA Ladder, Mix, ready-to-use (Fermentas)  
 nanašalni pufer 1× Loading Dye (Fermentas)  
 fosfatni pufer z reagentom DIECA za pripravo inokulata za okuževanje rastlin: 
1,3 ml raztopine A, 8,7 ml raztopine B, 0,225 g DIECA, dopolnjeno z bidestilirano 
vodo do 100 ml, pH 7,6 
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o raztopina A: 0,2 M NaH2PO4 (Merck) 
o raztopina B: 0,2 M Na2HPO4 (Merck) 
 raztopina za pripravo kemijsko kompetentnih celic: 50 mM CaCl2, 10 mM Tris/HCl 
in 10-% glicerol 
 raztopina za izolacijo protoplastov: 0,3 M saharoza (Kemika), Nitsch makrosoli 
(307 mg/l) (Duchefa), 5mM MES (Duchefa) 
 raztopina za spiranje protoplastov: 0,3 M saharoza (Kemika), Nitsch makrosoli 
(307 mg/l) (Duchefa), 5mM MES (Duchefa), 0,5 % celulaza Onozuka R-10 
(Duchefa), 0,1 % Macerozyme R-10 (Duchefa), 0,1 M manitol (Duchefa) 
Druge kemikalije: 
 100-% glicerol (Kemika)  
 agaroza (Sigma)  
 dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma)  
 etidijev bromid (Sigma)  
 fluorescein diacetat – FDA (Sigma) 
 Fluorescent Brightener (Sigma) 
 karborund (VWR Chemicals)  
 kremenčev pesek (Supelco)  
 natrijev dietilditiokarbamat trihidrat (DIECA) (Sigma)  
 voda brez nukleaz (Ambion) 
Kompleti reagentov: 
 Komplet za izolacijo plazmidov GenElute Plasmid MiniPrep Kit (Sigma) 
 Komplet za reakcijo z DNazo RNase-free DNase set (Qiagen)  
 Komplet za izolacijo produktov PCR iz agaroznega gela Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System (Promega) 
 Komplet za izolacijo RNA RNeasy Plant MiniKit (Qiagen)  
 Komplet za izolacijo DNA DNeasy Plant MiniKit (Qiagen) 
 Komplet za PCR KAPA2G Robust HotStart ColonyPCR (Kapa Biosystems)   
 Komplet za PCR Phusion High-Fidelity PCR Kit (New England Biolabs)  
 Komplet za reverzno transkripcijo High Capacity cDNA Reverse Transcription kit 
(Thermo Fisher Scientific) 
 Reakcijska mešanica za izvedbo qPCR Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific)  
3.1.4 Programska oprema 
 Program za poravnavo nukleotidnih zaporedij: Vector NTI verzija 9 – AlignX 
(Invitrogen) 
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 Program za določitev začetnih oligonukleotidov in risanje plazmidnih kart: 
Snapgene (http://www.snapgene.com/)  
 Program za določitev temperature prileganja začetnih oligonukleotidov: Oligo Calc 
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) 
 Program za slikanje agaroznih gelov: UVI Photo MW (Biosystematica)  
 Program za delo s konfokalno lupo: Leica LAS X (Leica Microsystems) 
 Program za načrtovanje tarčne sgRNA: CRISPR RGEN Tools 
(http://www.rgenome.net/cas-designer/)  
 Program za merjenje površine listov: Sketch and Calc 
(https://www.sketchandcalc.com/) 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
 avtoklav A-21 CAV (Kambič) 
 centrifuga 5417 R (Eppendorf) 
 centrifuga 5804 R (Eppendorf) 
 elektroporator 2510 ( Eppendorf) 
 homogenizator FastPrep-24 Classic (MP Biomedicals) 
 inkubator (Kambič) 
 komora za pripravo reakcijskih mešanic za PCR UVT-S-AR (Biosan) 
 komora za sterilno delo z bakterijami, plazmidi in produkti PCR Biosafe 2-130 
(Ehret) 
 komora za sterilno delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami Aura-H 130 (Ehret) 
 konfokalni makroskop Leica TCS LSI (Leica Microsystems) 
 naprava za izvedbo PCR GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 
 naprava za izvedbo kvantitativnega PCR v realnem času 7900HT Fast Real- Time 
PCR System (Thermo Fisher Scientific) 
 pH-meter SevenMulti (Mettler Toledo) 
 rastna komora RK-2 (Kambič) 
 robot za pipetiranje Microlab STARIet (Hamilton) 
 sistem za agarozno elektroforezo (Biorad) 
 spektrofotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies)  
 spektrofotometer UltraSpec10 (Amersham Biosciences) 
 stresalnik I-105CK (Kambič) 
 tehtnica BP 310 S (Sartorius) 
 termoblok I-8 (Kambič)  
 transiluminator SafeImager (Invitrogen)  
 UV-transiluminator (UViPro)  
 vodna kopel RT-1000 (Kambič) 
 Invertni fluorescenčni mikroskop Nicon-Eclipse Ti 
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3.2.1 Shema eksperimentalnega dela  
 




Načrtovanje sgRNA zaporedij 
za izbitje gena RbohD
Ligacija sgRNA v plazmide 
pRGEB31 in pICH86966
Pomnoževanje izbranih 
plazmidov v E. coli in izolacija 
plazmidov
Transformacija agrobakterij z 
izbranimi plazmidi
Stabilna transformacija 
krompirja sorte Rywal s 
pomočjo agrobakterij – vnos 
konstrukta pRGEB31_sgRNA6
Okuževanje transgenih rastlin  z 
virusom PVY N605-GFP
Spremljanje nastanka lezij
Vzorčenje rastlin in 
kvantifikacija virusne RNA 
Izolacija genomske DNA, 
sekvenciranje in iskanje mutacij
Izbira protokolov za 
izolacijo protoplastov 
rastlin Rywal in 
Désirée 
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3.2.2 Molekulsko kloniranje 
3.2.2.1 Priprava bakterijskih celic 
3.2.2.1.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic Escherichia coli 
Na plošče LB brez antibiotika smo nacepili bakterije in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Naslednji dan smo posamezno kolonijo nacepili v 5 ml tekočega gojišča LB brez antibiotika 
in v poševno ležečih centrifugirkah celice stresali 16 ur pri 37 °C s hitrostjo 225 vrtljajev na 
minuto (vrt./min). Naslednje jutro smo 250 µl prekonočne kulture precepili v 25 ml svežega 
tekočega gojišča LB in kulturo v erlenmajericah brez utorov stresali pri 37 °C s hitrostjo 
225 vrt./min, dokler optična gostota pri 600 nm (OD600, angl. optical density) ni dosegla 
vrednosti med 0,4 in 0,6. Kulturo smo nato centrifugirali 10 minut pri 2000 g in pri 4 °C. 
Nato smo odlili supernatant in bakterijske celice resuspendirali v 8 ml ledeno mrzlega 0,1 M 
CaCl2 in ponovno centrifugirali 10 minut pri 2000 g in 4 °C. Supernatant smo znova odlili 
in celice resuspendirali v 1,8 ml ledeno hladne mešanice CaCl2-Tris-glicerol. Suspenzijo 
smo razdelili na 50 µl alikvote in jih zamrznili v tekočem dušiku ter shranili v zamrzovalni 
skrinji s temperaturo –80 °C. 
3.2.2.1.2 Priprava elektrokompetentnih celic Agrobacterium tumefaciens 
Bakterije smo nacepili na plošče in jih inkubirali na 30 °C, dokler niso zrasle posamezne 
kolonije. Zjutraj smo s posameznimi kolonijami nacepili 5 ml gojišča YM z rifampicinom 
in stresali s hitrostjo 250 vrt./min pri 30 °C. Popoldan smo prenesli različne volumne 
inokulata (500 µl, 750 µl, 1 ml, 2 ml) v 50 ml gojišča YM z rifampicinom in stresali čez noč 
s hitrostjo 250 vrt./min pri 30 °C. Naslednje jutro smo pomerili OD600 in izbrali 
erlenmajerice, ki so imele OD od 0,5 do 2 ter jih za 15 min postavili na led. Bakterijske 
suspenzije smo prenesli v ohlajene falkonke in jih centrifugirali 5 min s hitrostjo 4000 
vrt./min pri 4 °C. Supernatant smo odvrgli in pelet resuspendirali v 10 ml 10-% glicerola, 
nežno premešali in ponovno centrifugirali. Supernatant smo odlili in pelet resuspendirali v 
5 ml 10-% glicerola ter postopek centrifugiranja in odlivanja ponovili. Na koncu smo pelet 
resuspendirali v 1 ml  10-% glicerola in naredili alikvote celic po 80 µl, ter jih v 2 ml 
mikrocentrifugirkah zamrznili v tekočem dušiku in pospravili v skrinjo na –80 °C. 
3.2.2.1.3 Transformacija kemijsko kompetentnih celic Escherichia coli  
Za transformacijo smo uporabili predpripravljene kemijsko kompetentne celice, ki smo jih 
pripravili iz E. coli One Shot TOP 10 (Thermo Fisher Scientific). Odtaljenim celicam smo 
dodali ustrezno količino (100 ng) plazmida in ligacijske reakcijske mešanice ter jo rahlo 
premešali. Celice smo 30 min inkubirali na ledu, nato pa smo jih za 30 sekund izpostavili 
toplotnemu šoku (42 °C), čemur je sledila še dvominutna inkubacija na ledu. Nato smo 
suspenziji dodali 250 μl gojišča SOC, segretega na sobno temperaturo, in celice eno uro 
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stresali pri 37 °C s hitrostjo 220 vrt./min. Po končanem stresanju smo celice razmazali na 
plošče LB z dodanim ustreznim antibiotikom. Plošče smo preko noči pustili v inkubatorju 
na 37 °C. 
3.2.2.1.4 Transformacija elektrokompetentnih agrobakterij 
Elektrokompetentne celice A. tumefaciens seva LBA4404 smo odtalili na ledu. Alikvotu smo 
dodali 40 µl 10-% glicerola in 1 µl plazmidne DNA. Vsebino mikrocentrifugirke smo 
odpipetirali v ohlajeno kiveto za elektroporacijo. Elektroporacijo smo izvedli z 
elektroporatorjem Eppendorf 2510 pri napetosti 2000 V. Po elektroporaciji smo v kiveto 
dodali 1 ml gojišča YM in vsebino prenesli v svežo mikrocentrigirko, v kateri smo bakterije 
stresali 3 ure pri temperaturi 30 °C in 225 vrt./min. Po končanem stresanju smo bakterije 
razmazali na plošče YM z rifampicinom, spektinomicinom in kloramfenikolom. Bakterije 
smo pustili rasti 48 ur pri temperaturi 30 °C.  
3.2.2.1.5 Priprava prekonočnih kultur celic Escherichia coli 
V falkonke s 5 ml LB gojišča smo dodali ustrezni antibiotik in s cepilno zanko prenesli 
kolonijo s trdnega LB gojišča v tekoče LB gojišče. Inkubacija je potekala čez noč pri 37 °C 
in 250 vrt./min. Po inkubaciji (16 ur) smo iz prekonočnih kultur pripravili trajne kulture, in 
sicer tako, da smo k 800 µl bakterijske suspenzije dodali 200 µl sterilnega 80-% glicerola, 
na hitro pomešali na vibracijskem mešalniku in mikrocentrifugirke zamrznili v tekočem 
dušiku. Tako pripravljene prekonočne kulture smo shranili v skrinji na –80 °C. 
3.2.2.1.6 Priprava prekonočnih kultur agrobakterij za stabilno transformacijo 
Kolonije ustreznih agrobakterij smo nacepili v 3 ml gojišča YEB z antibiotikoma kanamicin 
in rifampicin in dali v inkubator na 30 °C s stresanjem na 260 vrt./min. Naslednji dan smo 
bakterije v gojiču YEB prestavili v inkubator na 32 °C ter 250 vrt./min. Popoldan smo 
različne volumne inokuluma ( 3 ml, 2 ml, 1 ml, 500 µl, 250 µl) prenesli v 50 ml gojišča YEB 
s kanamicinom in rifampicinom in stresali pri 32 °C ter 250 vrt./min. Naslednji dan smo 
zjutraj pomerili OD600. OD600 je presegal želeno vrednost, zato smo bakterije ponovno 
precepili v sveže gojišče YEB z antibiotiki in nadaljevali z inkubacijo. Opoldan so bakterije 
zrasle do želenih vrednosti (OD okoli 0,5), zato smo odvzeli 600 µL inokuluma za pripravo 
trajnih kultur, ostalo pa smo odpipetirali v falkonko in centrifugirali na 2500 vrt./min za 15 
min in nato še 5 min na 5000 vrt./min. Supernatant smo zavrgli, peletu pa dodali 800 µl 
gojišča YEB brez antibiotikov ter nežno resuspendirali. Po 100 µl smo razmazali po 
pripravljenih ploščah MS30. Ena petrijevka brez bakterij nam je služila kot kontrola.  
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3.2.2.2 Restrikcije in ligacije 
3.2.2.2.1 Izbira tarčnega zaporedja 
Vodilne RNA smo načrtovali s programom CRISPR RGEN Tools (CRISPR RGEN, 2017). 
V programu smo izbrali SpCas9 iz Streptococcus pyogenes, tarčni genom pa Solanum 
tuberosum. Kot tarčno zaporedje smo izbrali eksone gena RbohD, za dolžino crRNA pa 20 
nt. Pri tem program sam upošteva, da je na koncu zaporedja za crRNA zaporedje PAM, 
izračuna delež GC in predvideva možnosti izventarčnih mutacij. Sledil je pregled in 
poravnava na konsenzno zaporedje RbohD iz rastlin krompirja sorte Rywal, Désirée in divje 
sorte krompirja Phureja. Da bi sprememba zaporedja na genu čim bolj vplivala na funkcijo 
proteina smo pogledali esencialne domene proteina RBOHD in nato izbrali potencialne 
sgRNA. 
3.2.2.2.2 Restrikcija in ligacija 
Z encimom BsaI smo razgradili plazmida pRGEB31 in pICH86966 (Preglednica 5). 
Mešanici smo inkubirali na 37 °C za 4 ure. Vektor smo očistili s kompletom za čiščenje PCR 
produktov (PCR Clean-Up System, Promega). Oligoduplekse tarčnih zaporedij smo 
pripravili tako, da smo oglikonukleotide (Kemomed) (Preglednica 6) inkubirali 60 min na 
37 °C, in nato 10 min na 95 °C  ter postopno ohlajevali po 0,1 °C/s do 25 °C. Naredili smo 
redčitvi 1:200 in 1:400 ter pripravili reakcijo za ligacijo oligodupleksov v vektor 
(Preglednica 5). Reakcija je potekala pri 4 °C preko noči (Xie in sod., 2014). 
Preglednica 5: Reagenti in količine reagentov, ki smo jih uporabili za pripravo konstruktov pRGEB31_sgRNA 
ter pICH86966_sgRNA. 
Postopek Reagent Količina 
Razgradnja 
pRGEB31/pICH86966 2 µg 
10x NEB pufer 4 2 µl 
10x BSA 2 µl 
BsaI (NEB) 1 µl 
H2O do 20 µl 
Priprava 
oligodupleksov 
sgRNA_(6/8)_F (100 µM) 1 µl 
sgRNA_(6/8)_R (100 µM) 1 µl 
10x T4 DNA ligazni pufer 1 µl 
H2O 7,5 µl 
Ligacija v 
vektor 
Razrezan vektor pRGEB31/pICH86966 (50ng) 
Redčen oligodupleks (1:200/1:400) 1 µl 
10x T4 DNA ligazni pufer 0,5 µl 
T4 ligaza (NEB) 1 µl 
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Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pripravo oligodupleksa 







Pripravljene konstrukte smo transformirali v kemijsko kompetentne celice E. coli po 
protokolu opisanem v poglavju 3.2.2.1.3 in razmazali na plošče s trdim gojiščem LB z 
antibiotikom kanamicinom. 
3.2.2.2.3 Kloniranje v pJET  
Ustrezne pomnožke genomske DNA smo klonirali v plazmid pJET s kompletom CloneJET 
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher) po navodilih proizvajalca. Plazmid z insertom smo 
transformirali v kemijsko kompetentne celice E. coli.  
3.2.2.3 Verižna reakcija s polimerazo  
3.2.2.3.1 PCR bakterijskih kolonij  
PCR bakterijskih kolonij E. coli za potrditev prisotnosti plazmidov pRGEB31 in pICH86966 
Za preverjanje prisotnosti ustreznih plazmidov v nastalih kolonijah, smo uporabili komplet 
za PCR KAPA2G Robust HotStart ColonyPCR (Kapa Biosystems). Začetne oligonukleotide 
smo izbrali glede na plazmid in vključek. Za pripravo matrične DNA smo se kolonije na 
rahlo dotaknili s cepilno zanko in jo resuspendirali v 50 µl ddH2O. Reakcijski mešanici 
(Preglednica 7) ter ustreznim začetnim oligonukleotidom (Preglednica 8) smo dodali 1 µl 
bakterijske suspenzije in izvedli program pomnoževanja (Preglednica 9). 
Preglednica 7: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR bakterijskih kolonij.  




5x pufer B 5x 2x 2,00 
mešanica dNTP-jev (10 mM) 2,5 mM vsakega dNTP-ja 0,2 mM vsakega dNTP-ja 0,2 
5'-začetni oligonukleotid 10 µM 300 nM 0,3 
3'-začetni oligonukleotid 10 µM 300 nM 0,3 
polimeraza KAPA2G 5 U/µl 0,3 U/ µl 0,06 
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Zaporedje nukleotidov Pričakovan pomnožek 
pRGEB31 
M13_R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 




1878 bp + insert (23 bp) 
pICH_R 5'-GGGCGTGAAAAGGTTTATCC-3' 
Preglednica 9: Program za reakcijo PCR bakterijskih kolonij. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 °C 10 min 1 
denaturacija 95 °C 30 s 
30 prileganje 55 °C 15 s 
podaljševanje 72 °C 3 min 
končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
konec 4 °C  1 
PCR bakterijskih kolonij E. coli za potrditev inserta v plazmidih pRGEB31 in pICH86966 
Za potrditev prisotnosti sgRNA v plazmidih smo naredili PCR bakterijskih kolonij s 
postopnim nižanjem temperature (angl. touch down). Sestava reakcijske mešanice je bila 
enaka kot v Preglednici 7, uporabljeni začetni oligonukleotidi in program pa so navedeni v 
Preglednicah 10 in 11. 














sgRNA6_R 5'- AAACCCGGGCTAGCATTTAGAAGCCGA-3' 
Preglednica 11: Program za reakcijo PCR za potrditev inserta v plazmidu. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 °C 10 min 1 
denaturacija 96 °C 30 s 
15* (vsak cikel 1°C manj)  prileganje 73 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 1,5 min 
denaturacija 96 °C 30 s 
20 prileganje 58 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 1,5 min 
končno podaljševanje 72°C 5 min 1 
konec 4 °C  1 
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PCR bakterijskih kolonij agrobakterij za potrditev prisotnosti plazmida pRGEB31 
Za pregled kolonij, ki imajo vstavljene plazmide z želenim konstruktom, smo uporabili 
komplet za PCR KAPA2G Robust HotStart ColonyPCR (Kapa Biosystems). Začetne 
oligonukleotide smo izbrali glede na plazmid in vključek. DNA smo pridobili tako, da smo 
se s cepilno zanko na rahlo dotaknili kolonije in kolonijo suspendirali v mikrocentrifugirki 
z 20 µl vode. Dodali smo 1 µl 1M NaOH, inkubirali 10 min pri 37 °C in centrifugirali 2 min 
pri 10000 g. Za reakcijo smo uporabili 1 µl tako pripravljene suspenzije in 9 µl reakcijske 
mešanice z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi (Preglednica 8). Sestava reakcijske 
mešanice ter program pomnoževanja sta prikazana v Preglednicah 7 in 9. Pomnožke smo 
preverili z gelsko elektroforezo. 
PCR bakterijskih kolonij E. coli za dokazovanje prisotnosti plazmida pJET z insertom 
Prisotnost plazmida pJET z insertom v koloniji E. coli smo preverili s PCR bakterijskih 
kolonij (sestava reakcijske mešanice ter program v Preglednicah 12 in 13) z začetnimi 
oligonukleotidi pJET_F in pJET_R (Preglednica 14). Pripravili smo prekonočne kulture, 
izolirali plazmide ter pripravili trajne kulture. 
Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo PCR za dokazovanje prisotnosti plazmida pJET z 
insertom. 




5x pufer B 5x 1x 2,00 
mešanica dNTP-jev (10 mM) 2,5 mM vsakega dNTP-ja 0,2 mM vsakega dNTP-ja 1 
5'-začetni oligonukleotid 10 µM 700 nM 0,7 
3'-začetni oligonukleotid 10 µM 700 nM 0,7 
polimeraza KAPA2G 5 U/µl 0,3 U/ µl 0,06 
matrična DNA / / 2,00 
skupaj 10,00 
Preglednica 13: Program reakcije PCR za dokazovanje prisotnosti plazmida pJET z insertom. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 °C 10 min 1 
denaturacija 95 °C 30 s 
30 prileganje 55 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 1 min 
končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
konec 4 °C  1 
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Preglednica 14: Uporabljeni začetni oligonukleotidi v reakciji PCR za dokazovanje prisotnosti plazmida pJET 
z insertom. 
Plazmid Začetni oligonukleotid Zaporedje nukleotidov 
pJET 
pJET_F 5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC -3' 
pJET_R 5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG -3' 
3.2.2.3.2 Kvantitativni PCR 
Relativno količino virusne cDNA smo preverjali s kvantitativnim PCRjem v realnem času 
(qPCR). Za normalizacijo tarčnega amplikona na začetno količino materiala smo spremljali 
izražanje referenčnega gena cox, ki se v rastlinskem tkivu izraža konstitutivno. Za določanje 
izražanja genov cox ter količine RNA virusa PVY N605-GFP smo uporabili sistem TaqMan. 
Za reakcijsko mešanico smo uporabili Fast Start Universal Probe Master Mix (Roche). 
Količino virusne RNA smo detektirali s pomnoževanjem z začetnimi oligonukleotidi PVY-
uni_F/R ter sondo PVY-uni, ki so jo na NIB uporabljali že v predhodnih raziskavah 
(Preglednica 15). 
Vsak vzorec smo spremljali pri dveh redčitvah, od katerih je vsaka imela dve tehnični 
ponovitvi. Za vsak amplikon smo pripravili umeritvno krivuljo s štirimi točkami. Vzorce in 
reakcijske mešanice smo na ploščice s 384 vdolbinicami nanašali z robotom Microlab 
STARlet (Hamilton) ali pa ročno. Pomnoževanje in detektiranje je potekalo z napravo PCR 
v realnem času 7900HT Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Program 
za pomnoževanje je opisan v Preglednici 16. 
Preglednica 15: Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje amplikonov Cox ter PVY-uni. 













Preglednica 16: Program pomnoževanja s qPCR za pomnoževanje amplikonov Cox ter PVY-uni.  
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
aktivacija polimeraze 
50 °C 2 min 
1 
95 °C 10 min 
pomnoževanje 
95 °C 10 s 
40 
60 °C 1 min s 
določanje talilne krivulje 60 – 95 °C ↑ 0,2 °C/s  1 
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3.2.2.3.3 PCR za pomnoževanje gena RbohD 
Da bi lahko sekvencirali naš tarčni odsek genomske DNA, smo ga morali pomnožiti. Za 
ohranitev dejanskega zaporedja smo za pomnoževanje uporabili komplet Phusion High-
Fidelity DNA polimerazo (NEB), ki zelo natančno prepisuje DNA. PCR program in 
reakcijska mešanica sta podana v Preglednicah 17 in 18, uporabljeni začetni oligonukleotidi 
pa v Preglednici 19. Dolžino pomnožkov smo preverili z gelsko elektroforezo in jih izrezali 
iz gela ter očistili s kompletom za izolacijo produktov PCR iz agaroznega gela Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 
Preglednica 17: Sestava reakcijske mešanice za pomnoževanje odseka gena RbohD. 




5x pufer B 5x 1x 2,00 
mešanica dNTP-jev (10 mM) 2,5 mM vsakega dNTP-ja 0,25 mM vsakega dNTP-ja 0,4 
5'-začetni oligonukleotid 10 µM 500 nM 0,5 
3'-začetni oligonukleotid 10 µM 500 nM 0,5 
polimeraza Phusion DNA 2 U/µl 0,022 U/µl 0,11 
matrična DNA / / 1,00 
skupaj 9,91 
Preglednica 18: Program za reakcijo PCR z začetnimi oligonukleotidi E6_F in E6_R za pomnoževanje odseka 
gena RbohD. Program se je spreminjal glede na uporabljene začetne oligonukleotide. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 98 °C 2 min  
denaturacija 98 °C 30 s 
15* (vsak cikel 1°C manj)  prileganje 60 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 1 min 
denaturacija 98 °C 30 s 
20 prileganje 45 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 1 min 
končno podaljševanje 72°C 5 min  
konec 4 °C   
Preglednica 19: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov v reakciji PCR za pomnoževanje odseka gena 
RbohD . 
Začetni oligonukleotid Zaporedje nukleotidov  
E6_F 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'  
E6_R 5'-AGTGGAAAAGGAAGGTGGCT-3'  
E6.2_F 5'-GTGTTGGAATACACGTACTTGC-3'  
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3.2.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Za preverjanje dolžine pomnoženih fragmentov smo naredili agarozno gelsko elektroforezo 
v 1 % agaroznem gelu. Gel smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno količino agaroze, 
jo raztopili v pufru TAE (Milipore) in dodali predpisano količino etidijevega bromida. 
Raztopino smo vlili v kalup z glavnikom in počakali, da se je strdil. Gel smo prenesli v pufer 
in nanesli standardno lestvico (DNA MassRuler DNA Ladder, Fermentas). Vzorcem smo 
dodali 1x nanašalni pufer in jih nanesli na gel. Elektroforezo smo pustili teči 40–60 min pri 
napetosti 100 V. 
V primeru, da smo želeli PCR pomnožke uporabiti za nadaljnje raziskave, smo jih izrezali 
iz gela. Takrat smo za agarozno gelsko elektroforezo uporabili modificiran pufer TAE pufer 
(Milipore). Po končani elektroforezi smo vzorce pogledali z UV-transiluminatorjem 
(UViPro) in s skalpelom izrezali želene produkte. Za čiščenje fragmentov iz gela smo 
uporabili komplet Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) po navodilih 
proizvajalca.  
3.2.2.5 Izolacija plazmidov 
Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonočne kulture s pomočjo kompleta GenElute Plasmid 
MiniPrep Kit (Sigma) po navodilih proizvajalca. Koncentracijo in čistost plazmidne DNA 
smo pomerili s spektofotometrom ND-1000 (NanoDrop Technologies). Vzorce smo shranili 
na –20 °C. 
3.2.2.6 Sekvenciranje 
Vzorce smo pripravili tako, da smo v epico odpipetirali 5 μl 5 μM začetnega oligonukleotida 
in 5 μl plazmidne DNA (100 ng/μl). Izbrana začetna oligonuklotida smo izbrali na podlagi 
konstrukta, ki smo ga sekvencirali. Sekvenciranje je opravilo podjetje GATC Biotech. 
S programom VectorNTI 9 Suite - AlignX smo poravnali sekvencirana nukleotidna 
zaporedja z že znanimi nukleotidnim zaporedjem gena RbohD. 
3.2.3 Delo z rastlinami 
3.2.3.1 Stabilna transformacija rastlin 
Iz tkivnih kultur smo vzeli 2–3 mesece stare rastline krompirja sorte Rywal. Na sterilnem 
papirju smo jih razrezali na 1 cm velike internodije in liste, na katerih smo naredili do 8 
zarez, nodije pa smo izločili. Izsečke (internodije in liste) smo prenesli na petrijevke MS30 
z agrobakterijami, za kontrolo pa tudi na plošče brez bakterij. Liste smo položili na gojišče 
z zgornjo stranjo navzdol. Petrijevke smo za 2 dni postavili v temo na sobno temperaturo. 
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Bakterije in izsečke smo koinkubirali dva dni. Nato smo pripravili petrijevke z gojiščem 
MCI s selekcijo in dve brez selekcije. Na vsako petrijevko z gojiščem MCI s selekcijo smo 
prenesli 20 izsečkov iz petrijevk okuženih z bakterijami. Petrijevke smo zaprli s parafilmom 
in postavili v rastno komoro. Po dvanajstih dneh na gojišču MCI smo izsečke prestavili na 
gojišče GR2 s selekcijo za transformirane izsečke in negativno kontrolo, pripravili pa smo 
tudi dve plošči brez selekcije za pozitivni kontroli. Prestavljanje izsečkov na sveže gojišče 
GR2 je potekalo vsakih štirinajst dni. 
Kontrole: 
 pozitivna kontrola 1: netransformirani izsečki na gojišču brez higromicinske 
selekcije;  
 pozitivna kontrola 2: transformirani izsečki na gojišču brez higromicinske selekcije; 
 negativna kontrola: netransformirani izsečki na gojišču  s higromicinsko selekcijo. 
3.2.3.2 Priprava rastlinskega materiala 
Iz kalusa transformiranih izsečkov so pognali poganjki, ki smo jih porezali in prestavil v 
gojišče MS15 s selekcijskim antibiotikom higromicinom. Ko so poganjki v banjicah zrasli, 
smo jih narezali na nodije in jih prenesli na sveže gojišče. Del nodijev enega poganjka smo 
prenesli  na sveže gojišče MS30 z antibiotikom higromicinom, drug del pa smo prenesli v 
okrogle banjice na MS30 gojišče brez antibiotika. Nodiji v okroglih banjicah so pognali 
korenine v približno 10‒20 dneh in takrat smo jih presadili v zemljo, kjer so rasle 3‒4 tedne. 
Ko so bile rastline primerno velike, smo jih okužili z virusom in kasneje povzorčili za DNA 
ali RNA izolacijo. Rastline v gojišču MS30 z antibiotikom higromicinom so služile kot 
zaloga rastlin za posamezne linije. 
3.2.3.3 Okuževanje rastlin z virusom PVY N605-GFP 
Za okuževanje rastlin krompirja z virusom PVY N605-GFP smo uporabili inokulate iz 
rastlin tobaka, ki so bile predhodno okužene z virusom PVY N605-GFP. S konfokalnim 
makroskopom (Leica Microsystems) smo poiskali zeleno fluorescenco v listih tobaka 3‒4 
tedne po okužbi. List ali pa predele lista, ki so fluorescirali zeleno, smo izrezali in jih stehtali. 
Liste smo prenesli v vrečko za homogenizacijo (BioReba), dodali 4-kratno količino 
fosfatnega pufra z DIECO in homogenizirali z ročnim homogenizatorjem. Kot kontrolo 
okuževanja smo na enak način pripravili inokulat z listi neokuženega tobaka.  
Na vsaki rastlini krompirja smo izbrali tri najnižje ležeče razvite liste in jih označili. 
Označene liste smo na rahlo posipali s karborundom, nato pa vsak list okužili s kapljico ali 
več (odvisno od velikosti lista) inokulata. Po 10-ih minutah od inokulacije smo liste sprali z 
vodovodno vodo. Ko smo končali z okuževanjem in spiranjem, smo rastline postavili nazaj 
v rastno komoro. 
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Izvedli smo več poskusov okuževanja različnih transformiranih linij. Pri poskusih smo 
vedno okužili rastline genotipov Rywal, NahG-Rywal in izbrane transformirane linije. Za 
slepo okužene rastline smo pri vsaki od linij določili tudi nekaj rastlin in jih okužili z 
inokulatom brez virusa. Število rastlin pri posameznem poskusu je navedeno v Preglednici 
20, natančnejši podatki pa v Prilogi A. 
Preglednica 20: Seznam poskusov in število okuženih rastlin posamezne linije. 
Oznaka poskusa Izbrana linija 
Št. rastlin, okuženih s 
PVY-N605 GFP 
Št. slepo okuženih 
rastlin 
CC1 
Linije 1–18 41 16 
Rywal 10 4 
NahG-Rywal 10 4 
CC2 
Linije 19–36 43 25 
Rywal 5 4 
NahG-Rywal 6 6 
CC3 
Linija 8 6 / 
Linija 12 6 / 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
CC4 
Linija 8 6 2 
Linija 12 6 2 
Linija 13 - hpRNA 6 2 
Linija 14 - hpRNA 6 2 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
CC5 
Linija 19 6 2 
Linija 28 6 2 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
3.2.3.4 Spremljanje pojava lezij  
Lezije smo začeli spremljati 3 dni po inokulaciji (dpi). Pri nekaterih poskusih smo samo 
opazovali nastanek lezij v zgornjih, neinokuliranih listih, pri drugih pa smo lezije šteli od 3 
dpi pa dokler listi niso odpadli ali pa so se lezije tako razširile, da je bilo štetje onemogočeno.  
3.2.3.5 Vzorčenje listov rastlin 
Liste smo vzorčili za izolacijo nukleinskih kislin. Pripravili smo mikrocentrifugirke s 
kremenčevim peskom in keramično kroglico. Odrezali smo del lista, ga zvili, dali v 
mikrocentrifugirko in zamrznili v tekočem dušiku. Vzorce smo shranili v skrinji na –80 °C. 
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3.2.3.6 Izolacije nukleinskih kislin 
3.2.3.6.1 Izolacija RNA iz listov 
Izolacija RNA je potekala s kompletom RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) po navodilih 
proizvajalca. Na koncu smo koncentracijo RNA vzorcev pomerili s spektofotometrom ND-
1000 (NanoDrop Technologies) in nekatere vzorce nanesli na agarozni gel ter z 
elektroforezo preverili kvaliteto RNA.  
Vzorce, ki smo jih želeli preveriti s qPCR smo tretirali z DNazo, ki je odstranila ostanek 
genomske DNA. DNazno reakcijo smo izvedli s kompletom reagentov RNease free DNase 
Set (Qiagen) po navodilih proizvajalca. Na koncu smo volumen dopolnili do 12,5 µl.  
Prepis v DNA smo naredili s kompletom reagentov High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) po navodilih proizvajalca. Reagenti in volumni 
za eno reakcijo so navedeni v Preglednici 21. 
Preglednica 21: Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo izolirane RNA v cDNA. 
Reagent Volumen (µl) 
voda 4,25 
10x pufer za reverzno transkripcijo 2,50 
mešanica dNTP-jev 1,00 
naključni začetni oligonukleotidi 2,50 
inhibitor RNaz 1,50 
reverzna transkriptaza 1,25 
RNA 12,50 
skupni volumen 25,00 
3.2.3.6.2 Izolacija DNA 
Za določanje sprememb v genu RbohD smo iz vzorcev listov izolirali gDNA s pomočjo 
kompleta DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Izolacija je potekala po navodilih proizvajalca. 
Vzorcem smo po končani izolaciji pomerili koncentracijo DNA s spektofotometrom 
(NanoDrop Technologies). 
3.2.3.7 Izolacija protoplastov 
Za poskuse optimizacije izolacije protoplastov iz rastlin kultivarjev Rywal in Désirée smo 
uporabili 5‒8 tednov stare rastline, ki so rasle v tkivnih kulturah. Porezali smo liste in jih s 
skalpelom narezali na 1‒2 mm tanke trakove, tako da smo dobili približno 1 g rastlinske 
mase. Dali smo jih v gojišče za izolacijo protoplastov v malo erlenmajerico in jo zavili v 
alufolijo. Razgradnje rastlinskega tkiva je potekala čez noč v inkubatorju na 20 °C in 
50 vrt./min.  
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Naslednji dan je sledilo večkratno filtriranje suspenzije preko 70 µm filtra (Falcon), 
centrifugiranje na 20 °C, 100 g za 14 min pri počasnem pospeševanju in zaustavljanju. Po 
vsakem centrifugiranju smo nežno odpipetirali zelen obroč protoplastov iz falkonke v novo 
falkonko z raztopino za spiranje protoplastov. Postopek smo ponovili 3‒4-krat. Del 
protoplastov smo odpipetirali, da smo jih prešteli s pomočjo Neubauer števne komore in 
pobarvali s fluorescein diacetatom (FDA) ter s fluorescenčnim mikroskopom preverili 
viabilnost izoliranih protoplastov. Za preverjanje sinteze celične stene smo celice obarvali s 
Fluorescent Brightener 28 (Sigma). 
Po štetju smo protoplaste ustrezno redčili v gojišču B za regeneracijo protoplastov. 
Regeneracija v petrijevkah je prvi teden potekala v temi na sobni temperaturi, drug teden v 
polsvetlobi, naslednja dva tedna pa na svetlobi v rastni komori za tkivne kulture. Podroben 
protokol, ki smo ga sestavili na NIB, je v Prilogi B. 
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4.1 PRIPRAVA KONSTRUKTOV ZA STABILNO TRANSFORMACIJO RASTLIN 
4.1.1 Izbira tarčnih zaporedij v eksonih gena RbohD 
Potencialna zaporedja za sekvenco sgRNA smo izbrali s programom CRISPR RGEN Tools 
(CRISPR RGEN, 2017), ki tarčna mesta izbira na podlagi PAM motivov (NGG na koncu 
zaporedja). V nukleotidnem zaporedju eksonov gena RbohD smo našli 32 tarčnih mest, ki bi 
ustrezale kriterijem za sekvenco sgRNA. Sledila je poravnava nukleotidnega zaporedja gena 
RbohD iz divjega krompirja Phureja – genotip DM, katerega zaporedje genoma je znano od 
leta 2011 (The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011) in velja za referenčni genotip 
pri krompirju, z zaporedjem gena RbohD iz drugih sort krompirja (Priloga C). Našli smo 7 
potencialnih tarčnih mest za dizajn sgRNA, ki so bila konsenzna pri vseh genotipih. Na 
podlagi funkcijskih domen gena smo izbrali dve tarčni mesti, ki smo ju uporabili za nadaljnje 
delo. S sekvenciranjem tarčnih zaporedij rastlin genotipa Rywal smo se prepričali, da je to 
zaporedje ohranjeno tudi pri tem. Zaporedje sgRNA6 je homologno zaporedju v eksonu 6, 
zaporedje sgRNA8 pa zaporedju v eksonu 8 (Slika 9). 
 
Slika 9: Prikaz zaporedja eksonov 6, 7, in 8 gena RbohD (modro) z izbranima tarčnima zaporedjema sgRNA6 
(rdeče) in sgRNA8 (rumeno) ter motiva PAM (zeleno). 
4.1.2 Priprava štirih kombinacij plazmidov in vključkov 
Za pripravo konstrukta z vključkoma sgRNA smo plazmida pRGEB31 in pICH86966 
razrezali z restriktazo BsaI, ki ima na obeh plazmidih po dve prepoznavni mesti in uspešnost 
 
Luskar L. Optimizacija izbijanja tarčnega gena v krompirju s tehnologijo CRISPR Cas9. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
39 
 
potrdili z agarozno gelsko elektroforezo (AGE) (Slika 10). Dolžine poti lis rezanih in 
nerezanih plazmidov se razlikujejo, zato sklepamo na uspešno restrikcijo. Z naleganjem 
začetnih oligonukleotidov (Preglednica 6) smo sestavili oligoduplekse, ki so enaki našim 
tarčnim zaporedjem, in jih z ligacijo vstavili v plazmide. Tako smo dobili štiri kombinacije 
plazmidov in vključkov (Preglednica 22).  
 
Slika 10: Elektroforezna analiza restrikcije plazmidov pRGEB31 in pICH86966. Oznaka 1: standardna 
lestvica, 2: nerezani plazmidi pRGEB31, 3 in 4: rezani plazmidi pRGEB31, 5 in 7: nerezani plazmidi 
pICH86966, 6 in 8: rezani plazmidi pICH86966.  
Preglednica 22: Pripravljene kombinacije plazmidov in vključkov, ki smo jih sestavili z restrikcijo in ligacijo. 
Plazmid sgRNA Konstrukt 
pRGEB31 sgRNA6 pRGEB31_sgRNA6 
pRGEB31 sgRNA8 pRGEB31_sgRNA8 
pICH86966 sgRNA6 pICH86966_sgRNA6 
pICH86966 sgRNA8 pICH86966_sgRNA8 
4.1.3 Prisotnost plazmidov v bakteriji E. coli potrjena s PCR na osnovi bakterijskih 
kolonij 
Po transformaciji kemijsko kompetentnih celic E. coli smo prisotnost plazmidov potrdili s 
PCR bakterijskih kolonij. Protokol PCR za potrjevanje prisotnosti plazmidov smo 
optimizirali z znižanjem količine deoksiribonukleotid trifosfatov (dNTP, angl. 
deoxyribonucleotide triphosphate) in zmanjšanjem koncentracije začetnih oligonukleotidov. 
Podaljšali smo tudi čas začetne denaturacije in čas podaljševanja verige ter zvišali 
temperaturo prileganja (Preglednica 9). Pri plazmidu pRGEB31 smo pričakovali pomnožek, 
dolg 1174 bp, pri pICH86966 pa 1878 bp (Preglednica 8), kar se ujema z višino lis na gelu. 
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S pomnoževanjem odsekov DNA na plazmidih smo potrdili, da so v bakterijah zares prisotni 
plazmidi (Slika 11). 
 
Slika 11: Elektroforezna analiza produktov PCR na osnovi kolonije za pomnoževanje plazmidov pRGEB31 
(2–8) in pICH86966 (10–16). Oznaki 1 in 17: standardna lestvica, 2–5: različne kolonije s plazmidom 
pRGEB31, 6–8: izolirani plazmidi pRGEB31 različnih koncentracij, 9: ntc (negativna kontrola - voda), 10–13: 
različne kolonije s plazmidom pICH86966, 14–16: izolirani plazmidi pICH86966 različnih koncentracij. 
4.1.4 Uspešen PCR na osnovi kolonije za potrditev vključka sgRNA6 v pRGEB31 
V naslednjem koraku smo izvedli PCR na osnovi kolonije za potrditev vključka sgRNA6, 
da bi ugotovili, katere kolonije vsebujejo plazmide z izbrano sgRNA, saj smo s prejšnjo 
analizo potrdili le prisotnost plazmidov, ne pa tudi vključkov. Plazmid se po vstavivi sgRNA 
poveča za 23 bp, kar ne moremo zaznati z AGE. Po zamenjavi dNTP ter optimizaciji PCR s 
postopnim zniževanjem temperature prileganja nam je uspelo potrditi prisotnost sgRNA6 v 
plazmidu pRGEB31 pri dveh kolonijah (Slika 12). V primeru konstrukta 
pRGEB31_sgRNA6 smo pričakovali 765 bp dolg pomnožek, pICH86966_sgRNA6 pa 1617 
bp dolg pomnožek (Preglednica 10). Oznaki 1 in 3 prikazujeta pomnožke iz kolonij 4 in 6, 
ki vsebujejo plazmid pRGEB31 in vstavljeno sgRNA6, saj sta lisi v višini standarda velikosti 
765 bp. Oznaka 5 prikazuje pomnožke odseka praznega izoliranega plazmida pRGEB31, 
pomnoženega za začetnimi oligonukleotidi navedenimi v Preglednici 8, ki so imeli liso v 
višini standarda velikosti 1174 bp, kar smo pričakovali (Slika 12, Oznaka 4). Pri oznakah 5, 
6, in 7 smo pričakovali 1617 bp dolge pomnožke (Preglednica 10), zato so pomnožki na Sliki 
12 neustrezni. Pod oznako 8 so pomnožki praznega plazmida pICH86966, ki smo ga 
pomnožili s začetnimi oligonukleotidi navedenimi v Preglednici 8. Pomnoževanje ni uspelo, 
saj lisa ni v višini pričakovani višini 1878 bp. Kljub sekvenciranju izbranih kolonij s 
plazmidi pICH86966, nismo našli plazmidov, ki bi imeli vstavljeno sgRNA6, zato smo delo 
nadaljevali s plazmidom pRGEB31.  
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Slika 12: Elektroforezna analiza produktov PCR na osnovi kolonije s postopnim nižanjem temperature 
prileganja za preverjanje prisotnosti sgRNA6 v plazmidih pRGEB31 in pICH86966. Oznaka L: standardna 
lestvica, 1–3: kolonije s konstruktom pRGEB31_sgRNA6, 4: kontrola (pomnoženi prazni plazmidi pRGEB31), 
ntc: negativna kontrola (reakcijska mešanica PCR brez dodane matrične DNA), 5–7: kolonije z vključkom 
pICH86966_sgRNA6, 8: kontrola (pomnoženi prazni plazmidi pICH86966). 
Iz prekonočnih kultur kolonij 4 in 6 smo izolirali plazmide (Preglednica 23) ter s 
sekvenciranjem potrdili uspešno ligacijo sgRNA6 v plazmid pRGEB31 (Priloga D).  
Preglednica 23: Koncentraciji izoliranih izbranih plazmidov iz kolonij 4 in 6, ki vsebujeta vstavljeno sgRNA6.  
Oznaka konstrukta Koncentracija (ng/µl) 
pRGEB31_sgRNA6 (kolonija 4) 249,8 
pRGEB31_sgRNA6 (kolonija 6) 179,9 
4.1.5 Uspešen vnos izbranih plazmidov v agrobakterije 
S pripravljenimi konstrukti smo z elektroporacijo transformirali agrobakterije seva 
LBA4404. Uspešnost transformacije smo preverili s PCR bakterijskih kolonij za 
agrobakterije. Uporabili smo začetne nukleotide M13_R ter p_35_R (Preglednica 8) in 
pričakovali produkte, dolge 1197 bp. Rezultat pomnoževanja smo preverili z elektroforezo 
(Slika 13). Lise v višini standarda velikosti 1197 bp (1174 bp + 23 bp) potrjujejo uspešno 
transformacijo plazmida v agrobakterije. 
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Slika 13: Elektroforezna analiza produktov PCR bakterijskih kolonij agrobakterij seva LBA4404 za potrjevanje 
prisotnosti konstrukta pRGEB31_sgRNA6. Oznaka L: standardna lestvica, 1–14: vzorci naključno izbranih 
kolonij, 15: pozitivna kontrola (izoliran plazmid), ntc: negativna kontrola (voda).  
4.2 PRIPRAVA TRANSGENIH RASTLIN Z IZBITIM GENOM RBOHD 
4.2.1 Ustrezni selekcijski pogoji so omogočili rast transformiranim celicam 
Izbrane kolonije agrobakterij, ki so vsebovale plazmid pRGEB31 z vključkom sgRNA6, 
smo namnožili in z njimi transformirali rastline krompirja genotipa Rywal. Izsečke smo dva 
dni koinkubirali z agrobakterijami, nato pa smo jih prestavili na gojišče MCI z makrocefom, 
ki prepreči rast agrobakterijam ter higromicinom, ki je selekcija za rastline z vgrajeno 
plazmidno DNA.  
Po dvanajstih dneh smo izsečke prestavili na gojišče GR2. Kontrola brez selekcije (brez 
higromicina) in z bakterijami (-sel/+bac) je bila okužena, zato smo jo zavrgli. Kontroli s 
selekcijo, brez bakterij (+sel/-bac) in brez selekcije, brez bakterij (-sel/-bac) smo kot ostale 
prestavili na plošče GR2 z ustrezno selekcijo ali brez selekcije.  
Po štiridesetih dneh od transformacije so se poganjki na plošči –sel/-bac (kontrola) že močno 
razrasli, zato jih nismo več prestavljali. Izsečke  kontrole +sel/-bac pa smo prestavili na sveže 
gojišče kot tudi vse potencialno transformirane izsečke. Primer plošče s potencialno 
transformiranimi izsečki je prikazan na  Sliki 14. 
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Slika 14: Fotografija plošče GR2 s higromicinom z izsečki po štiridesetih dneh po transformaciji. Na nekaterih 
izsečkih je viden kalus, iz katerega so kasneje pognali poganjki (rdeča puščica). 
4.2.2 Pobiranje prvih poganjkov po petdesetih dneh 
Po petdesetih dneh od transformacije smo porezali prve poganjke, ki smo jih prestavili na 
gojišče MS30 s higromicinom. V treh mesecih smo pridobili okoli 120 poganjkov, nato pa 
smo z rezanjem poganjkov zaključili, saj smo imeli dovolj potencialno transgenih linij za 
selekcijo najustreznejših. Preden smo plošče zavrgli, smo jih fotografirali (Slika 15). 
Netransformirani izsečki nimajo plazmida in ne uspevajo na selekcijskem gojišču (Slika 
15a), poganjki netransformiranih izsečkov na neselekcijskem gojišču so prerasli petrijevko 
in so zaradi pomanjkanja prostora ter hranil začeli odmirati (Slika 15b), transformirani 
izsečki na selekcijskem gojišču pa so pognali poganjke, zato sklepamo, da imajo v genomu 
del plazmidne DNA, vključno z zapisom za higromicinsko rezistenco. 
 
Slika 15: Regeneracija iz krompirjevih izsečkov po treh mesecih in pol gojenja na različnih gojiščih. a) 
netransformirani izsečki na selekcijskem gojišču; b) netransformirani izsečki na neselekcijskem gojišču; c in 
d) transformirani izsečki na selekcijskem gojišču.  
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4.3 SELEKCIJA TRANSGENIH RASTLIN S PORUŠENO REZISTENCO 
Vsak poganjek je predstavljal svojo linijo, testirali pa smo le nekaj naključno izbranih. 
Izbrane linije smo mikropropagirali, jih gojili v banjicah MS30 ter jih po treh tednih posadili 
v zemljo. 
4.3.1 Porušena rezistenca se odraža s pojavom lezij na zgornjih listih 
Sodelavci na NIB so v prejšnjih poskusih ugotovili, da rastline, ki imajo utišan gen RbohD, 
niso sposobne obrambe pred virusom, zato se lahko le ta širi v zgornje liste. Ker pojav lezij 
v zgornjih listih rastlin, ki imajo utišan ta gen, omogoča enostavno selekcijo s fenotipizacijo, 
smo gen izbrali za optimizacijo metode CRISPR Cas9 pri krompirju. Na podlagi njihovih 
sklepov smo pri naših okuženih rastlinah spremljali razvoj lezij in širjenje v zgornje liste. V 
prvem poskusu smo okužili 18 linij z izbitim genom RbohD (Preglednica 20), za vsako linijo 
po 2 rastlini. Virus se je širil v zgornje liste pri rastlinah dveh linij, in sicer pri liniji 8 – 
RbohD_sgRNA6 ter liniji 12 – RbohD_sgRNA6 (Slika 16). Obe liniji sta prve lezije dobili 
na prvem neinokuliranem listu po dvanajstih dneh. Okuženi sta bili po dve rastlini obeh linij, 
a so prave lezije na zgornjih listih nastale le pri eni od obeh rastlin, drugi dve pa sta imeli 
rjave pege in porumenele liste. Lezije v zgornjih listih so se pojavile tudi pri rastlinah NahG-
Rywal (pozitivna kontrola), pri rastlinah Rywal (negativna kontrola) pa ne. Na Sliki 16 levo 
so fotografije listov kontrol in linije 12 – RbohD_sgRNA6 po štirinajstih dneh od inokulacije 
spodnjih listov, desno pa fotografija linije 8 – RbohD_sgRNA6 po dvanajstih dneh od 
inokulacije z virusom. Zgornje liste rastlin smo povzorčili 28 dpi in iz njih kasneje izolirali 
RNA. Prepise v cDNA smo analizirali s kvantitativnim PCR, ker smo želeli ugotoviti 
količine virusa v listih. 
 
Slika 16: Pojav lezij na neokuženih zgornjih listih rastlin sort Rywal, NahG-Rywal, linij 12 in 8 12 ali 14 dni 
po inokulaciji z PVY N605-GFP (prvi poskus). Slabše vidne lezije so podčrtane z rdečo črto. 
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Da bi vlogo RbohD potrdili v več kot le dveh linijah, smo poskus ponovili z rastlinami linij 
19–36. Tri testirane linije so spustile virus v zgornje liste. Lezije so se razvile na eni paralelni 
rastlini linij 19, 28 in 31 13 dpi, medtem ko na drugi rastlini ni bilo lezij. 18 dpi je lezijo 
dobila tudi druga rastlina linije 31 (Slika 17). V tem poskusu sta lezije na zgornjih listih 
dobili tudi dve rastlini Rywal, kar ni bilo v skladu z našimi pričakovanji. 
 
Slika 17: Pojav lezij na neokuženih zgornjih listih okuženih rastlin linij pridobljenih z metodo CRISPR Cas9 
(drugi poskus). Lezije so podčrtane z rdečo črto. Vse fotografije so bile narejene 13 dpi. Prikazane so rastline 
linije kontrol Rywal, NahG-Rywal in linije 19 – RbohD_sgRNA6, linije 28 – RbohD_sgRNA6 ter linije 31 – 
RbohD_sgRNA6. Lezije na zgornjih listih so podčrtane z rdečo črto. 
Po 19-ih dneh so inokulirani listi začeli odpadati, prav tako pa tudi nekateri zgornji listi. Dve 
rastlini linije 31 sta imeli lezije v zgornjih listih, pri linijah 19 in 28 pa po ena (Slika 18). Po 
petindvajsetih dnevih od okuževanja smo opazili lezije na rastlinah Rywal, kar ni bilo v 
skladu z našimi pričakovanji. Linija 33 je rasla zelo počasi, zato smo šele 25 dpi opazili na 
zgornjih listih teh rastlin rjave pege in porumenele liste. Linijo smo zato vključili v 
vzorčenje. Vzorčenje rastlin je potekalo 28 dpi. 
 
Slika 18: Pojav lezij na neokuženih zgornjih listih okuženih rastlin linij pridobljenih z metodo CRISPR Cas9 
(drugi poskus) 19 dpi. Prikazane so rastline linije 19 – RbohD_sgRNA6, linije 28 – RbohD_sgRNA6 ter linije 
31 – RbohD_sgRNA6. Lezije na zgornjih listih so podčrtane z rdečo črto. 
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4.3.2 V zgornji listih z lezijami je prisotna virusna RNA 
Da bi preverili, če je prisotnost lezij v zgornjih listih dokaz za sistemsko okužbo smo v prvem 
in drugem poskusu analizirali vsebnost RNA virusa PVY N605-GFP v zgornjih 
neinokuliranih listih, kjer smo opazili nastanek lezij (Slika 19). Liste rastlin smo vzorčili 28 
dpi. RNA smo izolirali iz vzorcev zgornjih listov linij, ki so razvile lezije, odstranili smo 
gDNA in naredili prepis v cDNA, ki smo jo nato analizirali s qPCR. Pomnoževali smo 
amplikon PVY, za normalizacijo pa smo uporabili referenčni amplikon Cox. V prvem 
poskusu (Slika 19a) smo analizirali rastline linije 8, linije 12, pozitivno kontrolo sistemske 
okužbe NahG-Rywal in negativno kontrolo Rywal. Kot kontrolo okuževanja smo analizirali 
tudi slepo okužene rastline. S qPCR smo ugotovili, da ne vsebujejo amplikonov PVY, zato 
jih nismo vključili v graf.  Umeritveno krivuljo smo naredili s cDNA vzorcev rastlin NahG-
Rywal. Virusno RNA smo zaznali v obeh linijah, na prvem zgornjem listu prve rastline linije 
8 in tretjem in četrtem zgornjem listu prve rastline linije 12. Majhne količine virusne RNA 
smo zaznali tudi v petem zgornjem listu prve rastline (R1L5) ter drugem zgornjem listu 
druge rastline (R2L2) pri liniji 12, kar lahko razberemo iz rezultatov v Prilogi E. 
V drugem poskusu (Slika 19b) smo relativno količino RNA virusa PVY N605-GFP dobili 
tako, da smo jo umerili na vzorec cDNA linije 12 iz prvega poskusa (linija 12, R1L4), ki je 
imel veliko virusne RNA. Virusno RNA smo zaznali v vseh treh rastlinah, kjer smo opazili 
lezije na zgornjih listih. Največ virusa smo detektirali v prvi rastlini linije 19 in prvi rastlini 
linije 31. Listi, na katerih nismo opazili pravih lezij, le porumenenje in rjave pege, niso 
vsebovali virusa. Genotip NahG-Rywal v povzorčenih listih, razen R1, ni imel veliko virusa, 
saj je večina okuženih listov do takrat že odpadla in smo vzorčili tiste, ki so še ostali. Lezije 
na zgornjih listih sta dobili dve rastlini Rywal, kar ni bilo v skladu s pričakovanji.  
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Slika 19: Prisotnost virusne RNA v zgornjih listih rastlin linij pridobljenih z metodo CRISPR Cas9 pri prvem 
(a) in drugem (b) poskusu. Liste rastlin smo vzorčili 28 dpi. Na grafih je prikazana relativna količina amplikona 
PVY na količino amplikona Cox. Podrobnejši rezultati so podani v Prilogi E. Oznaka R: številka rastline, L: 
zaporedna številka lista od zadnjega inokuliranega lista navzgor. 
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4.3.3 Spremljanje izbranih linij v času 
V naslednjih poskusih nas je zanimalo, kako se v primerjavi z listi rastlin genotipov Rywal 
in NahG-Rywal odzivajo okuženi listi rastlin s porušeno rezistenco. Kot v prejšnjih poskusih 
smo inokulirali tri zaporedne liste in dnevno spremljali razvoj lezij pri šestih rastlinah pri 
vsakem od genotipov. Za kontrolo okuževanja smo z inokulatom brez virusa okužili rastline, 
ki pa tekom opazovanja niso razvile lezij. Listom smo 3 dpi izmerili površino in število lezij 
umerili na površino lista (Priloga F in G). 
4.3.3.1 Linija 8 ima povprečno največ lezij na površino okuženega lista 
Iz Slike 20 je razvidno, da so se lezije začele pojavljati 3 dpi. Število je naraščalo približno 
do 6 dpi, nato pa se je ustalilo. Lezije so se širile in ponekod tudi združevale v večje lezije. 
Po številu lezij je najbolj izstopala linija 8. Tretji dan se je število lezij na srednjih in zgornjih 
inokuliranih listih statistično razlikovalo med rastlinami linije 8 in rastlinami NahG-Rywal, 
četrti dan pa smo statistično razliko opazili med tema dvema linijama opazili le še na 
zgornjih listih (Priloga H). V naslednjih dneh do statistično značilnih razlik ni prišlo, rastline 
pa so se bolj razlikovali po tipu lezij. Rastline genotipa NahG-Rywal so razvile večje lezije, 
medtem ko so rastline genotipa Rywal imele manjše. Število lezij je bilo težko določiti pri 
rastlinah linije 8, saj so imele na vseh treh listih zelo veliko razpršenih lezij (Slika 21). 6 dpi 
je število lezij postalo neštevno. Najprej so odpadli spodnji okuženi listi (Slika 20a). Po 10-
ih dneh ni bilo več večjih sprememb v številu lezij, saj so listi začeli rumeneti, se sušiti in 
odpadati. Najhitreje so odpadli listi z največ lezijami. Na sliki 20 je vsak rezultat povprečje 
najmanj treh rastlin. Ko so listi odpadli pri več kot polovici rastlin (pri več kot treh rastlinah), 
rezultatov nismo upoštevali pri izračunu povprečja. Ko število lezij ne narašča več, pomeni, 
da so se te začele širiti in združevati, zato smo kot rezultat upoštevali zadnje prešteto število 
lezij. 
Spremljali smo tudi pojav lezij na zgornjih neokuženih listih. Pri transgenih rastlinah linije 
8 smo že 4 dpi opazili lezije na zgornjih listih. Rastline NahG Rywal so začele razvijati lezije 
v zgornjih listih 10 dpi. 24 dpi so na zgornjih listih imele lezije tri rastline Rywal, šest rastlin 
NahG-Rywal, dve rastlini transgene linije 8 in tri rastline transgene linije 12. 
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Slika 20: Povprečno število lezij na površino okuženih listov po dnevih pri rastlinah genotipov Rywal in NahG-
Rywal in transgenimi rastlinami linije 8 – RbohD_sgRNA6 ter linije 12 – RbohD_sgRNA6. Transgene rastline 
smo pridobili z aplikacijo sistema CRISPR Cas9 s tarčnim mestom v genu RbohD. a) spodnji inokuliran list, 
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Slika 21: Pojav lezij na inokuliranih listih kontrolnih rastlin Rywal in NahG-Rywal ter rastlin Linije 8 – 
RbohD_sgRNA6 in Linije 12 – RbohD_sgRNA6, ki smo jih pridobili z metodo CRISPR Cas9, 6 dpi po okužbi 
s PVY-GFP. Vsi prikazani listi so tretji okuženi listi (šteto od spodaj navzgor po rastlini). Rastline linije 8 – 
RbohD_sgRNA6 so imele razpršene lezije, ki jih je bilo težko prešteti, saj robovi niso bili jasni. Lezije rastlin 
linije 12 – RbohD_sgRNA6 so po fenotipu podobne lezijam rastlin Rywal. 
4.3.3.2 V številu lezij na inokuliranih listih transgenimi rastlin shRNA in CRISPR Cas9 ni 
signifikantnih razlik 
V naslednjem poskusu smo primerjali število lezij na površino med transgenimi rastlinami 
pridobljenimi s CRISPR Cas9, in transgenimi rastlinami z utišanim genom RbohD 
pridobljenimi z metodo kratkih lasničnih RNA (shRNA) (Slika 22). Na listih vseh okuženih 
rastlin se je pojavilo manj lezij kot v poskusu CC3. Pri rastlinah NahG-Rywal so se lezije na 
zgornjih listih začele pojavljati 10 dpi, na okuženih listih pa so se lezije začele širiti in 
združevati. Naslednji dan so okuženi listi pri NahG-Rywal začeli odmirati. Rastline linije 8 
v primerjavi s poskusom CC3 niso imele toliko lezij, ki pa tudi niso bile razlezene in 
neštevne, tako kot v tem poskusu. Na spodnjih listih (Slika 22a) so imele največ lezij rastline 
genotipa NahG-Rywal, rastline transgenih linij pa se niso dosti razlikovale in so bile zelo 
podobne rastlinam genotipu Rywal. Med srednjimi listi (Slika 22b) so imele največ lezij 
rastline genotipa NahG-Rywal in rastline transgene linija 12, pridobljene z metodo CRISPR 
Cas9 s tarčnim mestom v genu RbohD. Rastline genotipa Rywal so imele na srednjih listih 
najmanj lezij. Rastline ostalih  transgenih linij, linije 8, pridobljene z metodo CRISPR Cas9, 
linije 13 – shRNA in linije 14 – shRNA pridobljeni z metodo kratkih lasničnih RNA, pa so 
po številu lezij bile med rastlinami genotipov NahG-Rywal in Rywal. Med zgornjimi listi 
(Slika 22c) so ponovno imele največ lezij rastline genotipa NahG-Rywal, sledile pa so jim 
rastline linije 14 – shRNA. Preostali rastline so bile po številu lezij primerljive z rastlinam 
genotipa Rywal. Genotipa, ki bi prevladoval po številu lezij na vseh treh okuženih listih ne 
moremo določiti, saj rezultati zelo variirajo. S testom ANOVA nismo zaznali statistično 
značilnih razlik (Priloga H). Pri nekaterih rastlinah so v tem času listi že odpadli, zato je vsak 
rezultat na Sliki 22 povprečje najmanj treh rastlin. Ko so listi odpadli pri več kot polovici 
rastlin (pri več kot treh rastlinah), rezultatov nismo upoštevali pri izračunu povprečja. Ko 
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število lezij ne narašča več, pomeni, da so se te začele širiti in združevati, zato smo kot 
rezultat upoštevali zadnje prešteto število lezij. 
 
Slika 22: Povprečno število lezij na površino okuženih listov po dnevih pri rastlinah genotipov Rywal, NahG-
Rywal, transgene linije 8 – RbohD_sgRNA6, transgene linije 12 – RbohD_sgRNA6, transgene linije 13 – 
shRNA in transgene linije 14 – shRNA iz poskusa CC4. Rastline transgene linije 8 in 12 so bile pridobljene z 
metodo CRISPR Cas9, transgeni linij 13 in 14 – shRNA pa metodo kratkih lasničnih RNA. a) spodnji 
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24 dpi je imela lezije v zgornjih listih ena rastlina Rywal, 4 rastline NahG-Rywal in dve 
rastlini linij 13 – shRNA. Rastline linije 8 in linije 12 so rasle počasneje od rastlin drugih 
linij in čeprav smo pri ostalih poskusih ugotovili, da pri teh linijah virus napreduje v zgornje 
liste, se to v tem poskusu ni zgodilo. 
4.3.3.3 V poskusu CC5 pri večini rastlin virus ni napredoval v zgornje liste 
V poskusu CC5 smo želeli povzorčiti zgornje liste rastlin, ki bi razvile lezije, čim bi se to 
zgodilo, in bi rezultate količine virusne RNA primerjali z vzporednimi listi kontrol. Okužili 
smo rastline genotipa Rywal, genotipa NahG-Rywal, linije 19, 28 in 31. Rastline smo 
spremljali in fotografirali, vendar lezij na zgornjih nismo opazili pri nobeni od linij. 24 dpi 
so imele rastline linije 19 porumenele zgornje liste in rjave pege. Tudi rastline linije 28 so 
imele porumenele liste in ponekod rdeče robove. Rastlina linije 31 je imela na sedmem listu 
eno lezijo. Vzorčenja nismo izvedli, ker smo pričakovali močnejše napredovanje virusa v 
zgornje liste. 
4.4 ISKANJE MUTACIJ V TARČNEM GENU 
4.4.1 Optimizacije izolacije genomske DNA in pomnoževanje tarčnega odseka v 
genomu 
V prvem in drugem poskusu (CC1 in CC2) smo vzorčili tudi rastlinski material, namenjen 
izolaciji genomske DNA (gDNA). Pri prvi izolaciji smo dobili nizke koncentracije DNA 
(okoli 50 ng/µl). V gDNA smo z reakcijo Phusion PCR (NEB) želeli pomnožiti predel, kjer 
smo načrtovali mutacije. Zaradi nizkih koncentracij DNA pomnoževanje ni bilo uspešno, 
zato smo v naslednjem koraku optimizirali protokol za izolacijo gDNA, da smo prišli do 
večjih izplenov. Ugotovili smo, da je za večje koncentracije potrebno vzorčiti več 
rastlinskega materiala in eluirati DNA v manjše volumne. Pri naslednji izolaciji smo dobili 
izplen okoli 70 ng/µl in ga pomnožili v reakciji PCR, a koncentracije še vedno niso bile 
dovolj visoke, da bi lahko pomnožek videli na gelu po elektroforezi. V času optimizacije 
smo pomnoževali tudi odsek gDNA rastlin Rywal, ki so jih sodelavci hranili na NIB, da bi 
ugotovili, ali naša reakcija pomnoževanja odseka ne deluje. Tudi pomnoževanje tarčnega 
odseka v gDNA rastlin Rywal ni uspelo, zato smo spremenili program. Ugotovili smo, da 
bomo morali za izrezovanje pomnožkov iz gela pripraviti več reakcij pomnoževanja in jih 
združiti v eni jamici na elektroforezi, da bomo povečali koncentracijo. 
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Preglednica 24: Seznam izoliranih gDNA iz vseh linij, ki smo jih izolirali tekom poskusov in pripadajoče 
koncentracije.  
Genotip rastlin Koncentracija gDNA (ng/ul) 
Rywal, mock 73,83 
Linija 8 71,07 
Linija 5 90,47 
Linija 1 64,99 
Linija 2 145,1 
Linija 4 13,6 
Linija 12 4,2 
Linija 8 74,8 
Rywal 77,2 
Linija 12 39,5 
Rywal, zaloga 100 
Linija 19 95,5 
Linija 8 72 
Linija 23 56,9 
Linija 23, ponovitev 46,9 
Pripravili smo 5 x 10 µl reakcij za pomnoževanje gDNA Rywal in 5 x 10 µl reakcij za 
pomnoževanje gDNA ene od spremenjenih rastlin z začetnima oligonukleotidoma E6_F in 
E6_ R (Preglednica 17, Slika 23). V reakcijsko mešanico smo dodali manj polimeraze kot 
običajno in pomnoževanje je tokrat uspelo. Pričakovali smo 813 bp dolge fragmente. 
Fragmenti na Sliki 24 so prave velikosti, zato smo jih tudi izrezali in šele potem slikali gel, 
da ne bi prišlo do poškodb na DNA zaradi UV svetlobe. DNA smo očistili iz gela in pripravili 
kloniranje v pJET ter z nastalimi plazmidi transformirali celice E. coli TOP10. Vnos 
plazmida v celice E. coli TOP10 smo potrdili s PCR na osnovi kolonije (Slika 25) z začetnimi 
oligonukleotidi pJET_F in pJET_R (Preglednica 14). Pričakovali smo okoli 900 bp dolge 
fragmente. Plazmid vsebujejo kolonije 3, 4 in 6–16. 
 
Slika 23: Shematski prikaz odseka gena RbohD, ki smo ga pomnoževali z začetnimi oligonukleotidi E6_F in 
E6_R in nato začetnimi oligonukleotidi E6.2_F in E6_R. Tarčni del nukleaze Cas9, sgRNA6 se nahaja v eksonu 
6 (rdeče). 
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Slika 24: Slika modificiranega gela po elektroforezi, ki prikazuje mesto izreza pomnoženih delov eksona 6 iz 
gDNA rastlin Rywal in naključne linije 5 iz poskusa CC1. Oznaka L: standardna lestvica, 1 in 2: deli eksona 6 
iz gDNA rastlin Rywal, 3: del eksona 6 iz linije 5, ntc: negativna kontrola (voda). Na sliki so pričakovano 
veliki fragmenti, dolgi 813 bp. Izrezali smo vzorce 1, 2 in 3. Na dnu gela so vidne lise primer dimerov. 
 
Slika 25: Elektroforezna analiza produktov PCR na osnovi bakterijskih kolonij bakterij E. coli s plazmidom 
pJET, ki smo mu vstavili fragment eksona 6 gena RbohD. Pričakovali smo fragmente, dolge okoli 900 bp. 
Večina kolonij je imela vstavljene konstrukte. Oznaka L: standardna lestvica, 1–8: različne kolonije s 
pomnožkom eksona 6 gena RbohD iz rastlin Rywal; 9–16: različne kolonije s pomnožkom eksona 6 gena 
RbohD iz rastlin linije 5, +: pozitivna kontrola 976 bp (kolonija kontrolnega kloniranja pJET), ntc : negativna 
kontrola (voda). Plazmid vsebujejo kolonije 3, 4 in 6–16.  
Izbrane kolonije smo nacepili v tekoče gojišče in naslednji dan iz prekonočnih kultur izolirali 
plazmide. Z dodatnimi reakcijami PCR na osnovi kolonij smo želeli pridobiti čim več 
različnih kolonij s plazmidi, ki smo jih nato izolirali in jih poslali na sekvenciranje. Izbrane 
kolonije smo shranili kot trajne kulture. Naš cilj je bil, da določimo nukleotidno zaporedje 
vsaj 10 plazmidov za vsako izbrano linijo. Vsak plazmid smo sekvencirali z dvema 
začetnima oligonukleotidoma, F in R (Preglednica 17). V pJET nam je uspelo klonirati tudi 
pomnožene dele eksone 6 gena RbohD za linijo 1, linijo 2, linijo 12, linijo 19 . 
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Ker po sekvenciranju nismo našli sprememb v eksonu 6, smo poskusili iz gDNA pomnožiti 
ekson 6 z drugimi začetnimi oligonukleotidi, in sicer z E6.2_F ter E6_R (Preglednica 19, 
Slika 23). Poskusili smo dva programa, pri enem je bila temperatura prileganja začetnih 
oligonukleotidov 55, pri drugem pa 50 °C. Pričakovali smo produkt, dolg 300 bp, a 
pomnoževanje ni uspelo, saj na gelu ni bilo vidnih fragmentov. Ponovno smo se odločili, da 
naredimo več reakcij s Phusion polimerazo in jih združimo v luknjicah na gelu, tako da smo 
povečali količine DNA. Dobili smo fragmente pravilne velikosti (308 bp) ter jih izrezali in 
očistili iz gela (Slika 26). Sledilo je kloniranje v pJET in transformacija v E. coli TOP10. 
Plazmide iz preverjenih kolonij smo izolirali in poslali na sekvenciranje. Po analizi zaporedij 
nismo našli sprememb na DNA (Slika 27). 
 
Slika 26: Slika modificiranega gela po elektroforezi, ki prikazuje mesto izreza pomnoženih delov eksona 6 iz 
gDNA rastlin linije 8, ki smo jim z agrobakterijami vnesli sistem CRISPR Cas9 s tarčnim mestom v genu 
RbohD. Oznaka L: standardna lestvica, 1 in 2: deli eksona 6 iz gDNA rastlin linije 8, ntc: negativna kontrola. 
Na sliki so pričakovano veliki fragmenti, dolgi 308 bp. Izrezali smo vzorce 1, 2 in 3. Na dnu gela so vidne lise 
primer dimerov. 
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Slika 27: Prikaz poravnave pridobljenih sekvenc odseka gena RbohD iz različnih linij pridobljenih s poskusom 
CRISPR Cas9 z označeno tarčno regijo sgRNA6 (rdeče). Spremembe se običajno zgodijo 3 bp nad mestom 
PAM, kar v našem primeru ni mogoče opaziti. Opazimo lahko, da so na določenih mestih prisotni kratki 
polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP). 
Da bi pokazali spremembe na DNA, smo s Phusion polimerazo ponovno pomnožili iskani 
odsek DNA v dveh reakcijskih mešanicah. V eni smo preizkusili začetne oligonukleotide 
E6_F in E6_R , v drugi pa E6.2_F ter E6_R. DNA smo izrezali iz gela in očistili. Produktov 
nismo klonirali v plazmide pJET, ampak smo za sekvenciranje uporabili očiščeno DNA. 
Sprememb nismo našli. Seznam vseh izoliranih plazmidov, ki smo jih sekvencirali, je podan 
v Prilogi I. 
4.5 IZOLACIJE PROTOPLASTOV ZA BREZGENSKO PREUREJANJE GENOMA 
4.5.1 Protoplasti se v večjem volumnu v velikih falkonkah porazgubijo 
Po pregledu literature smo pripravili gojišče za izolacijo, spiranje in regeneracijo 
protoplastov. Ker so se na NIB pred leti že ukvarjali s pridobivanjem in regeneracijo 
protoplastov krompirja sorte Désirée, smo se držali protokola iz člankov Ocvirk in sod. 
(1995) ter Ravnikar in sod. (1992). 
Zaradi nevpeljanega protokola, smo ves poskus načrtovali na novo. Pri prvi izolaciji smo 
liste dveh rastlin in pol razrezali na tanke trakove in jih inkubirali v 25 ml gojišča za izolacijo. 
Naslednji dan smo s centrifugiranjem in izpiranjem v 50 ml-falkonkah čistili protoplaste. Po 
centrifugiranju nismo opazili zelenega obroča protoplastov, saj so se izolirani protoplasti v 
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velikih falkonkah porazgubili. Nizko koncentracijo protoplastov je bilo težko pipetirati, saj 
so se protoplasti izmikali v velikem volumnu gojišča za izolacijo. Z nizkim izplenom 
protoplastov smo vseeno nadaljevali z delom. Del izoliranih protoplastov smo pobarvali s 
fluorescein diacetatom (FDA), ki obarva intaktno membrano protoplastov, in opazovali pod 
fluorescenčnim mikroskopom, kjer smo opazili, da je večina protoplastov mrtvih in 
poškodovanih. Preostale protoplaste smo vseeno redčili v gojišču za regeneracijo in 
poskusili regenerirati po protokolu. Po enem tednu smo v petrijevkah opazili zelene skupke, 
ki so po treh tednih postali beli in sklepali smo, da gre za mrtve celice, saj ni prišlo do večanja 
le-teh. Po štirih tednih smo skupke prenesli na poltrdno gojišče za regeneracijo. Do 
regeneracije in nastanka poganjkov ni prišlo, saj je bila koncentracijo protoplatov premajhna. 
Odločili, da poskušamo pridobiti večje koncentracije protoplastov.  
4.5.2 Več rastlinskega materiala v manjšem volumnu in uporaba manjših falkonk 
omogočajo lebdenje protoplastov po centrifugiranju 
Pri naslednji izolaciji smo povečali število rastlin na izolacijo (25 ml gojišča za izolacijo), 
inkubacija pa je potekala v temi brez stresanja. Pod svetlobnim mikroskopom smo prešteli 
število protoplastov, ki pa je bilo majhno. Tudi po obarvanju s FDA jih pod fluorecenčnim 
mikroskopom ni svetilo veliko, kar nakazuje na slabo viabilnost protoplastov, vendar vseeno 
več kot v prvem eksperimentu. Protoplastov nismo poskusili regenerirati, saj je bil izplen 
prenizek.  
Pri tretjem poskusu smo protoplaste izolirali v manjšem volumnu (15 ml) gojišča za izolacijo 
protoplastov. Liste treh rastlin smo narezali (Slika 28) in jih v gojišču inkubirali čez noč v 
temi brez stresanja. Centrifugiranje in izpiranje je potekalo v 15 ml falkonkah, saj imajo le 
te ožji vrat in se protoplasti bolje razporedijo, tako da nastane na površini zelen obroč 
lebdečih protoplastov (Slika 29). Tako število kot viabilnost sta bila večja kot v prejšnjih 
poskusih (Preglednica 25).  
Preglednica 25: Koncentracija protoplastov, pridobljena v 15 ml gojišča za izolacijo protoplastov, ki smo jo 
določili v Neubauer komori pod svetlobnim mikroskopom.  
Vzorec Koncentracija (protoplasti/ml) 
Vzorec 1 3,5 * 105 
Vzorec 2 5 * 105 
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Slika 28: Rezanje rastlin na tanke trakove (rdeča puščica), ki smo jih nato potopili v gojišče za izolacijo 
protoplastov v erlenmajerico in inkubirali čez noč.  
4.5.3 Optimizacija izolacije je omogočila pridobitev večjih koncentracij protoplastov 
v manjšem volumnu 
V četrtem poskusu smo volumen gojišča za izolacijo še zmanjšali na 6 ml, v katerem smo 
inkubirali narezane liste treh rastlin ( približno 0,7 g). Inkubacije je tokrat potekala na 27 °C 
na 50 vrt./min čez noč. Protoplaste smo imeli tekom izolacije v temi (zaviti v alufolijo). Pod 
svetlobnim mikroskopom smo določili število pri dveh vzorcih (Preglednica 26) in 
viabilnost pod fluorescenčnim mikroskopom (Slika 30). Viabilnost se je močno razlikovala 
glede na predel opazovanega preparata. V povprečju je bila viabilnost 70 %. Z gojiščem za 
regeneracijo smo redčili protoplaste do 105 protoplastov/ml. 
Preglednica 26: Koncentracija protoplastov, pridobljena v 6 ml gojišča za izolacijo protoplastov, ki smo jo 
določili v Neubauer komori pod svetlobnim mikroskopom. 
Vzorec Koncentracija (protoplasti/ml) 
Vzorec 1 3,75 * 105 
Vzorec 2 1,65 * 105 
 
 
Slika 29: Zelen obroč z lebdečimi protoplasti v gojišču za izpiranje protoplastov, ki smo ga opazili v 15 ml 
falkonki po centrifugiranju. V flotacijskem gojišču se tvori obroč viabilnih protoplastov. Obroč protoplastov 
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smo s pomočjo pipete in odrezanih nastavkov za pipetiranje prenesli v novo 15 ml falkonko in nadaljevali 
proces spiranja protoplastov.  
 
Slika 30: Protoplasti obarvani z 0,01 % FDA, kot jih vidimo pod fluorescenčnim mikroskopom. Desno spodaj 
je merilo 100 µm. FDA je fluorescein diacetat, ki obarva celice z intaktno membrano. 
V naslednjem poskusu smo poskusili zoptimizirati protokol glede na izkušnje, ki smo jih 
pridobili v prejšnjih poskusih. Izolirali smo protoplaste rastlin Rywal in rastlin Désirée. 
Tokrat je bil izplen večji kot v prejšnjih poskusih. V številu protoplastov med kultivarjema 
Rywal in Désirée nismo opazili razlik (Preglednica 27). 
Preglednica 27: Koncentracija protoplastov rastlin Désirée in Rywal, pridobljena v 6 ml gojišča za izolacijo 
protoplastov, ki smo jo določili v Neubauer komori pod svetlobnim mikroskopom. 
Vzorec Koncentracija (protoplasti/ml) 
Désirée 1 * 106 
Rywal 1,4 * 106 
4.5.4 Protoplasti so čez čas izgubili pravilno obliko in se združevali v skupke 
Zanimalo nas je, kaj se dogaja s protoplasti po šestih dneh. Pod fluorescenčnim in svetlobnim 
mikroskopom smo pogledali viabilnost protoplastov. Protoplastov nismo poskusili 
regenerirati, temveč smo jih pustili v pufru za izolacijo. Protoplaste iz gojišča za regeneracijo 
smo pogledali pod svetlobnim mikroskopom (Slika 31). Žive protoplaste pa smo videli tudi 
v pufru za izolacijo (Slika 32). 
 
Luskar L. Optimizacija izbijanja tarčnega gena v krompirju s tehnologijo CRISPR Cas9. 




Slika 31: Skupek protoplastov po šestih dneh v regeneracijskem pufru. Merilo (50 µm) je ob sliki. 
 
Slika 32: Protoplasti iz pufra za regeneracijo po šestih dneh. Oznaka A: protoplast, slikan pod svetlobnim 
mikroskopom z vidnimi kloroplasti; B in C: protoplasti, obarvani s FDA in slikani pod fluorescenčnim 
mikroskopom, ki imajo intaktno membrano in zato svetijo. Pripadajoče merilo (25 µm) je ob slikah.  
Sedmi in osmi dan smo opazovali vzorce protoplastov na regeneraciji in opazili, da oblika 
celic postaja nepravilna in da imajo vse manj kloroplastov. Celice so bile še vedno povezane 
v gruče, a je bila večina protoplastov mrtvih (Slika 33). Skupke smo prestavili na poltrdno 
gojišče, a smo čez čas opazili, da regeneracija ni bila uspešna.  
 
Slika 33: Protoplasti  po sedmih (A) in osmih (B) dneh v regeneracijskem gojišču pod svetlobnim 
mikroskopom. Merilo (25 µm) je ob slikah. Celice dobivajo nepravilne oblike, nekateri protoplasti so razpadli 
in v gojišče so se sprostili kloroplasti. 
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4.5.5 Tvorba celične stene pri protoplastih v tekočem gojišču za regeneracijo 
Izolirali smo protoplaste iz rastlin Rywal in Désirée. Protoplaste smo izolirali v 8 ml gojišča 
za izolacijo. Inkubacija je potekala čez noč, na sobni temperaturi in stresanju 50 vrt./min. Po 
izolaciji je sledila regeneracija v tekočem gojišču za regeneracijo protoplastov. 16 dni po 
začetku regeneracije smo želeli preveriti, ali se je na protoplastih tvorila celična stena, zato 
smo vzorec protoplastov pobarvali z barvilom Fluorescent Brightener 28 (Duchefa) (Slika 
34). Celična stena je svetila, kljub temu pa do regeneracije poganjkov ni prišlo. 
 
Slika 34: Protoplasti po šestnajstih dneh v regeneracijskem pufru, obarvani s Fluorescent Brightener 28 
(Duchefa) in slikani pod fluorescenčnim mikroskopom. Celice, ki svetijo, imajo celično steno. 
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Tarčno urejanje genomov pomeni preskok in napredek v raziskovalnem delu. Bakterijski 
sistem CRISPR omogoča natančno tarčno urejanje genoma vseh organizmov. V rastlinski 
biologiji predstavlja odlično orodje za preučevanje genov, v biotehnologiji pa možnost za 
prilagajanje rastlin za najrazličnejše namene.  
Tarčna mutageneza krompirja nam omogoča preučevanje funkcij izbranih genov. V ta 
namen smo želeli optimizirati vnos in delovanje sistema CRISPR Cas9 pri krompirju 
(Solanum tuberosum). Za tarčni gen smo izbrali gen RbohD, saj iz predhodnih raziskav na 
NIB poznamo posledice njegovega utišanja in je zato primeren kandidat pri uvajanju nove 
tehnologije. 
V izsečke listov in stebel rastlin krompirja sorte Rywal nam je s transformacijo z 
agrobakterijami uspelo vnesti plazmid pRGEB31 z vključkom sgRNA6, ki je 
komplementaren delu zaporedja v genu RbohD. Pet od šestintridesetih rastlin, v katere smo 
vnesli konstrukt, je po okužbi z virusom PVY imelo pričakovane fenotipske lastnosti, ki 
kažejo na porušeno rezistenco, ki je odvisna od delovanja tarčnega gena. Pri teh rastlinah 
smo dokazali prisotnost virusne RNA v zgornjih neinokuliranih listih rastlin. 
Uspešnost metode CRISPR Cas9 je zelo odvisna od izbranega vektorja, saj se v primeru 
neprimernih promotorjev sgRNA in Cas9 ne prepisujeta v zadostni količini. Promotor vpliva 
na količino produktov sgRNA in Cas9, ki lahko v visokih koncentracijah povzročijo izven 
tarčne mutacije (Hsu, 2013). Izražanje transgena v transformiranih rastlinah je lahko 
variabilno, saj je odvisno od števila kopij vgrajenega transgena kot tudi od mesta vstavitve 
(Butaye in sod., 2005). Vektor je potrebno izbrati tudi glede na vrsto transformacije in 
rastline, ki jo želimo transformirati. Izbrali smo vektor pRGEB31, ki sta ga Xie in Yang 
(2013) uspešno uporabila na rižu in navajata, da sta plazmid in postopek, ki sta ga izbrala, 
uporabna za vse rastline. Andersson in sod. (2016) so ugotovili, da pri alelu, ki se za 1 bp 
razlikuje od zaporedja sgRNA, ne pride do delovanja CRISPR Cas9, zato je pomembno, da 
vodilni zaporedji nalegata na ohranjeno mesto v genu, saj v primeru polimorfizma 
posameznih nukleotidov (SNP) do naleganja na tarčno zaporedje morda ne bi prišlo. Da bi 
se temu izognili, smo dizajnirali dve vodilni RNA, sgRNA6 in sgRNA8, ki imata tarčno 
mesto v eksonih 6 in 8 gena RbohD (Slika 9). Da bi izboljšali učinkovitost metode, imata 
izbrani vodilni RNA tarčni mesti v domenah proteina, ki sta ključni za njegovo delovanje. 
Stabilno transformacijo rastlin smo opravili s plazmidom pRGEB31, saj smo le pri tem 
potrdili prisotnost vključka sgRNA6 (Slika 12, Priloga D). Za plazmid pICH86966 nismo 
uspeli pripraviti reakcije PCR, ki bi uspešno pomnožila del plazmida z vključkom. Dolžine 
fragmentov na Sliki 12 za ta plazmid niso pravilne velikost. Izbrane kolonije tega plazmida 
smo tudi sekvencirali, vendar kljub temu plazmida z vstavljenim vključkom nismo našli, 
zato smo zaradi časovnih omejitev delo nadaljevali s plazmidom pRGEB31. 
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Xie in Yang (2013) sta pred uporabo konstrukta za stabilno transformacijo riža najprej 
preizkusila delovanje konstrukta s prehodno transformacijo protoplastov, kar je bilo tudi v 
našem interesu, a neizvedljivo zaradi dolgotrajne optimizacije izolacije protoplastov. 
Podoben poskus, kot so ga naredili Feng in sod. (2013), bi lahko izvedli za preverjanje 
konstruktov v nadaljnjih raziskavah. Za potrditev delovanja konstrukta na protoplastih 
navadnega repnjakovca so uporabili reporterski sistem YF-FP, ki je s tarčnim zaporedjem 
ločen zapis za protein YFP, ki se ob delovanju nukleaze Cas9 na tarčnem zaporedju spremeni 
v delujoč gen in tako protoplasti, pri katerih pride do uspešnega vnosa konstrukta, svetijo 
pod fluorescenčnim mikroskopom. Poleg tega bi za potrditev prisotnosti Cas9 v rastlinah 
lahko z RT-PCR preverili njegovo izražanje, kot so to naredili Wang in sod. (2015), ki so 
prisotnost nukleaze potrdili pri vseh linijah. V našem primeru to ni bilo potrebno, saj so bile 
rastline pod selekcijskim pritiskom, zato smo predvidevali, da so zrasle le tiste, ki so imele 
vgrajen plazmid z zapisom za higromicin fosfotransferazo, v katerem je prisoten tudi Cas9. 
Možnost nepopolne vključitve plazmida (zapis za higromicin fosfotransferazo, a brez zapisa 
za Cas9) v genom rastline smo izključili s pripravo večjega števila transgenih rastlin. 
Rastline, ki so zrasle iz poganjkov, ki smo jih pridobili po transformaciji, se fenotipsko niso 
razlikovale od kontrolnih rastlin genotipa Rywal. Za poskuse okuževanja smo izbirali 
fenotipsko čim bolj primerljive rastline. Pri rastlinah genotipa Rywal protein Ny-1 prepozna 
okužbo s PVY, kar privede do sprememb na ravni izražanja genov in sproži preobčutljivostni 
odziv, kar zaustavi širjenje virusa (Baebler, 2014). Pokazatelj uspešnega utišanja oz. izbitja 
gena RbohD je bil prehod virusa v zgornje neinokulirane liste okuženih rastlin, kot je v 
magistrskem delu opisala Dušak (2018). Od transformacije izsečkov do prvih rezultatov v 
optimalnih razmerah pridemo po sledečem časovnem zaporedju: 2 meseca za pridobivanje 
poganjkov, 2 tedna za mikropropagacijo in rast rastlin v gojišču MS30, 3 tedne za rast rastlin 
po sajenju v zemljo, čemur sledi inokulacija z virusom. Dva tedna od okužbe z virusom se 
pojavijo fenotipske razlike med rastlinami. Torej lahko v optimalnih pogojih do rezultatov 
pridemo v štirih mesecih. V primeru optimizacije metode za izbijanje genov, so nekateri 
raziskovalci uporabili gene, ki imajo močnejši vpliv na fenotip rastlin, da so lahko že v fazi 
poganjkov ugotovili, ali je bilo izbitje gena uspešno. Wang in sod. (2018) so pri rastlinah 
kivija za tarčni gen izbrali fitoen desaturazo (Pds). V primeru uspešnega izbitja tega gena so 
iz transformiranega kalusa zrasli albino poganjki že po štirih tednih od transformacije. Feng 
in sod. (2013) so v poskusih na rižu izbrali gene, katerih nefunkcionalnost povzroči jasne 
fenotipske spremembe, kot so zaostajanje v rasti, pritlikavost in albino listi, kar omogoči 
hitrejšo optimizacijo metode. 
V poskusu CC1 smo testirali osemnajst linij, od katerih so se pri rastlinah dveh linij razvile 
lezije na zgornjih listih, kar je kazalo na to, da je pri teh linijah prišlo do sprememb v tarčnem 
zaporedju gena RbohD (Slika 16). Testirali smo še dodatnih osemnajst linij (19–36) in 
pridobili tri dodatne linije, ki so imele porušeno odpornost na virus PVY (Slika 17). Med 
testiranimi linijami smo tako dobili 14 % rastlin s potencialno spremenjenim genom RbohD. 
Uspešnost metode smo želeli primerjati z rezultati objavljenih raziskav. Raziskave o uporabi 
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metode CRISPR Cas9 se med seboj zelo razlikujejo, saj so raziskovalci izbrali različne 
pristope za preverjanje delovanja metode. Ker podajanje rezultatov ni poenoteno, je 
primerjava otežena. Uspešnost mutageneze običajno podajamo v obliki odstotka transgenih 
rastlin v poskusu (Silva in Patron, 2017). Butler in sod. (2015) so za tarčni gen v sistemu 
CRISPR Cas9 izbrali acetolaktat sintazo 1. Z agrobakterijami so vnesli konstrukte v listne 
izsečke diploidnega in tetraploidnega krompirja, nato so vzorčili nastali kalus in z 
obogatitvenim PCR in polimorfizmom dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) iskali 
spremembe v tarčnem genu. Njihovih rezultatov zato ne moremo primerjati z našimi. 
Njihovi rezultati so zelo variirali v odvisnosti uporabljenih T-DNA, sgRNA in izbranega 
genotipa krompirja. Število mutacij so izračunali z analizo slik agaroznih gelov, kjer so 
računali razmerje med nerazgrajenimi lisami in nerazgrajenimi in razgrajenimi lisami skupaj 
in tako določili frekvenco tarčnih mutacij, ki je variirala od 3 do 60 %. V primerjavi z našim 
poskusom so Butler in sod. (2015) izbrali krajšo pot, saj so že po nastanku kalusa izolirali 
DNA in pregledali rezultate ter kasneje iz transformiranih kalusov vzgojili rastline. S tem pa 
lahko pride tudi do selekcije le neke vrste mutacij ali pa heterogenosti kalusa v enem vzorcu, 
zato v našem poskusu nismo vzorčili kalusa in raje počakali, da nastanejo prvi poganjki. 
Metoda RFLP omogoča hitro detekcijo nastalih sprememb v tarčnem delu gena, a v našem 
poskusu ni bila mogoča, saj v izbranih tarčnih zaporedjih nismo našli restrikcijskih mest. 
Metodo CRISPR Cas9 so na protoplastih krompirja preizkusili Andersson in sod. (2017). 
Konstrukte za tarčni gen so vnesli s polietilen glikolom in iz protoplastov uspešno 
regenerirali rastline. 2 % regeneriranih linij je imelo spremembe v genu v vseh štirih alelih, 
kar so dokazali z metodo HRFA in sekvenciranjem. Zhou in sod. (2017) so s stabilno 
transformacijo z agrobakterijami na sorti krompirja Désirée pridobili 11 na kanamicin 
odpornih linij. S sekvenciranjem so ugotovili, da je v devetih od enajstih linij prišlo do 
delecij, dolgih od 2 do 120 nt ali pa do insercij nukleotidov A ali T. Pri štirih od teh so še 
vedno našli alele divjega tipa, kljub temu pa je analiza transgenih linij z RT-PCR pokazala 
zelo nizko izražanje tarčnega gena v primerjavi z rastlinami divjega tipa, kar potrjuje 
uspešnost izbitja tarčnega gena. V našem poskusu izražanja tarčnega gena nismo preverjali, 
saj je Dušak (2018) opazila variabilno izražanje RbohD1 ob okužbi rastlin z virusom. Razlog 
je morda ta, da se izražanje gena poveča ob mehanskem stresu, kot so ugotovili tudi Miller 
in sod. (2009) pri raziskavah na navadnem repnjakovcu. Zelo uspešni so bili Wang in sod. 
(2015), ki so z vnosom plazmida za CRISPR Cas9 z agrobakterijami v mlade poganjke 
pridobili 12 rastlin krompirja. Za analize so uporabili šest rastlin in pri petih rastlinah s 
sekvenciranjem našli vsaj en alel z želeno mutacijo v genu Pds, trije od teh pa so imeli 
spremenjene vse alele. Feng in sod. (2013) so preučevali delovanje CRISPR Cas9 na rižu. 
Stabilno transformacijo so izvedli na rastlinah iz tkivnih kultur tako kot mi. Izbrali so več 
tarčnih genov in za vsakega od teh pridobili po dvajset rastlin. Za enega od tarčnih genov 
(Ysa) so s pomočjo fenotipizacije pridobili 10 % spremenjenih rastlin. Nadaljevali so z 
analizo RFLP in sekvenciranjem ter ugotovili, da 14 od 24 rastlin vsebuje dva ali več 
mutiranih alelov, česar nam v poskusih na krompirju ni uspelo potrditi.  
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Za preverjanje prisotnosti virusne RNA v zgornjih neinokuliranih listih smo uporabili 
metodo qPCR, ki se je pri virusu PVY izkazala za najbolj občutljivo za zgodnje odkrivanje 
okužb (Mehle in sod., 2004). Virusno RNA smo 28 dpi detektirali v vseh zgornjih listih z 
lezijami (Slika 19). Nekateri listi, ki so imeli lezijam podobne pege ali pa so porumeneli, 
niso vsebovali virusne RNA. Razlogov za takšne spremembe je lahko več: napačna vstavitev 
konstrukta, imunski odziv ali pa odziv na mehansko poškodbo. V primerjavi z genotipom 
NahG-Rywal sta v enem poskusu imele več virusa rastline dveh linij (linija 8 in linija 12; 
Slika 19a), v drugem pa nobena, kljub temu pa so tudi rastline linij 19 in 31 imele relativno 
veliko količino virusne RNA (Slika 19b). Razlog, da smo v transgenih rastlinah linij 8 in 12 
zaznali več virusa v primerjavi z rastlinami NahG-Rywal, je morda tudi to, da so povzorčeni 
listi rastlin NahG-Rywal v prvem poskusu imeli manj lezij, saj so listi z velikim številom 
lezij do vzorčenja že odpadli. V prvem poskus (CC1, Slika 19a) smo količino virusne RNA 
umerili na genotip NahG-Rywal in smo zaradi nizkih koncentracij virusne RNA v listih 
rastlin NahG-Rywal dobili visoke relativne količine virusa pri ostalih linijah. V drugem 
poskusu (CC2, Slika 19b) smo količino virusne RNA umerili glede na vzorec linije 12 R1L4, 
ki je imel v poskusu CC1 veliko virusa (Priloga E), zato smo pri tem poskusu dobili manjše 
relativne količine virusne RNA (Slika 19b). Količine virusne RNA tako ne moremo 
primerjati med posameznimi poskusi. 
V nekaterih poskusih smo zaznali majhne količine virusne RNA tudi v zgornjih 
neinokuliranih listih pri nekaterih rastlinah genotipa Rywal, kar ni običajno, saj je interakcija 
med PVY in rastlinami genotipa Rywal nekompatibilna, rastline pa razmnoževanje virusa 
zaustavijo na nivoju inokuliranega lista s preobčutljivostnim odzivom. Vendar pa se rastline 
pri različnih temperaturah drugače odzovejo na virus. Rast pri temperaturi višji od 28 °C 
povzroči sistemsko širjenje virusa po rastlini (Szajko in sod., 2008), medtem ko najnižja 
temperatura, pri kateri se rastline Rywal še lahko ubranijo pred virusom, zaenkrat še ni 
znana, kar je možen razlog za detekcijo virusa v teh vzorcih. Do kontaminacije zgornjih 
listov bi lahko prišlo tudi med okuževanjem, a je možnost za nastanek lezij v tem primeru 
zelo majhna, saj je za uspešno okužbo potrebna tudi mehanska poškodba listov (Kerlan in 
sod. 2011). 
V naslednjih poskusih smo šteli lezije na inokuliranih listih in preverjali, ali se število lezij 
med linijami razlikuje. Ugotovili smo, da pri nekaterih rastlinah prešteto število lezij upada, 
kar je posledica združevanja manjših lezij v večje. Število lezij ne more upadati, zato smo to 
upoštevali pri korekciji rezultatov. Poleg tega smo število lezij umerili na površino lista, saj 
je velikost listov variirala med rastlinami, pa tudi znotraj ene rastline. Lezije so se začele 
pojavljati 3 dpi, kot so v svojih poskusih ugotovili tudi Szajko in sod. (2007), Baebler in sod. 
(2014) ter Lukan in sod. (2018). Število je naraščalo do 6 dpi in se nato ustalilo, kar sovpada 
z rezultati, objavljenimi v Lukan in sod. (2018), kjer navajajo, da je verjetnost, da nova lezija 
nastane po 7 dpi, manj kot 2 %. Opazili smo, da se po šestih dneh lezije na inokuliranih listih 
Rywal ne spreminjajo, medtem ko se lezije pri genotipu NahG-Rywal še naprej širijo. Lukan 
in sod. (2018) so z natančnim večdnevnim kontinuirnim spremljanjem razvoja lezij pri 
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povečavi ugotovili, da se lezije širijo pri rastlinah obeh genotipov, le da gre pri Rywalu za 
zelo počasno širjenje lezij, pri rastlinah genotipa NahG-Rywal pa hitrejše. Našli pa so tudi 
nekaj lezij, ki se po šestih dneh niso več širile. Pri transformiranih rastlinah smo pričakovali 
podoben potek okužbe kot pri genotipu NahG-Rywal, ki ima vgrajen gen za encim (NahG), 
ki katalizira pretvorbo salicilne kisline v katehol in ima zaradi tega onemogočeno kopičenje 
salicilne kisline. Tudi naše rastline pridobljene z metodo CRISPR Cas9 imajo oslabljen 
imunski odziv, saj imajo onemogočen oksidativni izbruh, zato smo sklepali na podobnost z 
rastlinami NahG-Rywal. V prvem poskusu štetja lezij (CC3) smo zaznali veliko število lezij 
na inokuliranih listih rastlin linije 8 že 3 dpi (Slika 20). Število lezij pri rastlinah linije 8 se 
je na srednjem in zgornjem inokuliranem listu statistično razlikovalo od števila lezij pri 
rastlinah genotipa NahG-Rywal (Priloga F). Vzrok za različno število lezij je verjetno ta, da 
gre za nedelovanje dveh različnih genov, ki imata različno vlogo v imunskem odgovoru. 
Rastline NahG-Rywal so imele podobno število lezij kot rastline genotipa Rywal (Slika 20), 
česar nismo pričakovali. Podobno število lezij so imele tudi rastline linije 12, tako da med 
njimi ni bilo statistično značilnih razlik izračunanih z ANOVA (Priloga H). Najbolj je 
izstopala linija 8, ki je imela največ lezij. Listi na teh rastlinah so odpadli že 7 dpi, medtem 
ko so pri genotipu NahG-Rywal začeli odpadati približno 10 dpi. Veliko število nejasnih 
lezij je oteževalo štetje, zato jih je najbrž bilo celo več, kot smo zabeležili. Lezije so se širile 
hitro in niso imele pravih robov, kot so jih imele lezije pri rastlinah genotipa Rywal (Slika 
21). Baebler in sod. (2014) so v eksperimentu ugotovili, da je v lezijah rastlin genotipa Rywal 
in okoli njih povečana količina H2O2, in zato sklepali, da imajo ROS pomembno vlogo pri 
preobčutljivostnem odzivu. Onemogočeno delovanje gena, ki je generator H2O2, v našem 
poskusu pri lezijah rastlin linije 8 je verjetno privedlo do drugačnega fenotipa lezij kot pri 
ostalih linijah. Lezije na zgornjih listih so najprej dobile rastline linije 8 (5 dpi), rastline linije 
12 pa 11 dpi, ko so se lezije na zgornjih listih pojavile tudi pri rastlinah NahG-Rywal, kar 
pomeni, da je pri rastlinah linije 8 izbitje oz. utišanje gena RbohD povzročilo hitrejše širjenje 
virusa kot pri rastlinah, ki imajo onemogočeno signaliziranje s salicilno kislino. 
V naslednjem poskusu štetja lezij (CC4) smo v poskus vključili tudi dve liniji, ki imata utišan 
gen RbohD z metodo shRNA. Med linijami nismo našli statistično značilnih razlik 
(Priloga H). V povprečju smo našteli manj lezij, kot v prvem poskusu štetja. Razlog za to je 
lahko količina virusa, ki smo ga uporabili za okuževanje, saj so Pompe-Novak in sod. (2019) 
pokazali, da število lezij korelira s količino inkuluma ali pa od količine karborunda, ki smo 
ga uporabili za imitacijo mehanske poškodbe Upad števila lezij je lahko povezan tudi z 
adaptacijo rastlin na virusno okužbo. Na spodnjem in zgornjem listu so v povprečju imele 
največ lezij rastline genotipa NahG-Rywal (Slika 22a, 22c). Na srednjem listu so v povprečju 
imele največ lezij rastline genotipa NahG-Rywal in linija 12 (Slika 22b). V tem poskusu so 
imele rastline linije 8 drugačen fenotip kot v prejšnjem štetju. Lezije niso bile razširjene in 
so imele dobro izražene robove. Okuženi listi niso odpadli tako hitro kot v prvem poskusu. 
Razlog za drugačen fenotip lezij v drugem poskusu je lahko ta, da rastlina s časom popravi 
mutacijo preko homologne rekombinacije z alelom divjega tipa. Neštevne razlezene lezije 
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brez robov smo dobili pri nekaterih rastlinah linije 12, česar pri prejšnjem poskusu nismo 
opazili. Na sistemskih listih sta lezije dobila le dve rastlini linije 13, pridobljeni z metodo 
shRNA in nobena od rastlin pridobljenih z metodo CRISPR Cas9. Tudi v zadnjem poskusu 
(CC5), pri katerem smo testirali linije 19, 28 in 31, smo pričakovali nastanek lezij na zgornjih 
neinokuliranih listih, a so nastale le na sedmem listu rastline linije 31, kjer smo opazili eno 
lezijo. Takšnih rezultatov nismo pričakovali, saj je vseh 5 linij v prvih poskusih razvilo 
veliko lezij na zgornjih listih. Mutacije se s kloni prenašajo na naslednje klonske generacije 
(Butler in sod., 2014), zato to najverjetneje ni razlog, zakaj pri zadnjih poskusih nismo dobili 
pričakovanih fenotipov pri transformiranih rastlinah. 
Torres in Dangl (2005) v pregledu literature navajata mnoge študije, v katerih so ugotovili, 
da so geni Rboh bolj izraženi po okužbi s patogenom. Oksidaze RBOH so zelo pomembne 
pri prenosu signala po rastlini ob dražljajih različnih zunanjih abiotskih in biotskih 
dejavnikov (Baxter in sod., 2014). Torres in sod. (2002), tako kot mi, niso našli sprememb 
v številu lezij pri študiji interakcije mutant AtRbohD navadnega repnjakovca z bakterijami 
P. syringae, medtem ko so mutante AtRbohF imele zmanjšano število lezij. Ko pa so te 
rastline okužili z glivo P. parasitica, so mutante RbohD imele večje število lezij v primerjavi 
z divjim tipom, kot smo predvidevali tudi mi. Yoshioka in sod. (2003) so preučevali Rboh 
gene pri tobaku  in ugotovili, da ima NbRbohA povečano izražanje že ob mehanskem stresu, 
NbRbohB pa se inducira izključno ob tretiranju z elicitorjem INF1. Rastline, ki so imele 
utišane oba gena (NbRbohA in NbRbohB), so bile manj odporne na okužbo s krompirjevo 
plesnijo, kar je primerljivo z rezultati naših poskusov. RBOH sodelujejo v kompleksnih 
signalnih poteh, prav tako pa interagirajo tudi med seboj (Torres in Dangl, 2005). Opazili 
smo, da ima utišanje ali izbitje gena RbohD vpliv na širjenje virusa po rastlini. Ker je 
rastlinski imunski odziv zelo kompleksen, iz poskusov štetja lezij na inokuliranih listih ne 
moremo potegniti enostavnih zaključkov, saj je preobčutljivostni odziv odvisen tudi od 
drugih dejavnikov, kot je signaliziranje s hormoni ali nastanek ROS po drugih poteh. 
Glede na to, da gre pri tehnologiji CRISPR Cas9 za popolno izbitje gena in pri shRNA za 
utišanje gena, smo pričakovali več lezij pri rastlinah pridobljenih z metodo CRISPR Cas9. 
Pri shRNA lahko pride do bazalnega izražanja gena, medtem ko pri CRISPR Cas9 to ni 
mogoče, saj naj bi bilo delovanje genov v primeru mutacij na vseh alelih onemogočeno. 
Glede na rezultate ostalih raziskav sklepamo, da je popolno izbitje gena oz. mutacija vseh 
alelov malo verjetna. Pri Andersson in sod. (2017) je popolno izbitje gena uspelo pri 2 % 
testiranih rastlin, pri Wang in sod. (2015) pa 25 %, medtem ko pri Zhou in sod. (2015) in 
Butler in sod. (2015) delež rastlin s popolnim izbitjem gena ni znan. Da bi določili tip mutacij 
v našem primeru, smo iz rastlin transgenih linij izolirali genomsko DNA. Za izolacijo 
genomske DNA smo vzorčili zgornje liste rastlin, ki so imeli lezije. S sekvenciranjem po 
Sangerju šestih različnih linij nismo našli sprememb. Razlog za to je lahko mozaičnost 
delovanja CRISPR Cas9 pri rižu, o katerem so pisali tudi Zhang in sod. (2014). Nekatere 
analizirane celice rastline so imele mutacije, druge pa ne, zato govorijo o himernih rastlinah. 
Na mozaičnost in himernost rastlin v pregledu literature opozarjata tudi Silva in Patron 
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(2017). Mutacije bi bilo morda v prihodnje bolje iskati v DNA inokuliranih listov, saj bi v 
primeru nedelujočega gena RbohD celica virus spustila v sistemske liste, kot se je to zgodilo 
v našem primeru. Poleg tega pri kultivarju Rywal obstajata dva gena RbohD na kromosomu 
6, in sicer RbohD1 (ID: Sotub06g025550.1.1) in RbohD2 (ID: Sotub06g025580.1.1). Tarčno 
zaporedje sgRNA6, ki smo ga uporabili v naših poskusih, nalega na zaporedje obeh genov. 
Vsak od genov pa ima štiri alele, kar posledično pomeni, da bi za učinek popolnega izbitja 
gena RbohD CRISPR Cas9 moral delovati na osmih alelih, kar zmanjša verjetnost popolnega 
izbitja tarčnega gena.  
Za večjo učinkovitost sistema CRISPR Cas9 raziskovalci uporabljajo več vodilnih RNA in 
tako ciljajo več mest v genomu. Uporaba dveh vodilnih RNA za en gen močno poveča 
stopnjo mutacij tarčnega gena (Xie in sod., 2015). Tudi v našem primeru bi lahko uporabili 
obe vodilni RNA in na tak način morda povečali verjetnost izbitja gena. Xie in sod. (2015) 
so sintetizirali kaseto z več sgRNA tako, da so jo oblikovali kot policistronsko tRNA v katero 
so vgradili želena zaporedja za sgRNA in jih ločili z zaporedji za tRNA. Po procesiranju z 
encimi, ki iz mRNA odrežejo tRNA, se sgRNA sprostijo in vežejo z encimom Cas9, preko 
katerega katalizirajo rezanje DNA na tarčnem mestu. V preglednem članku Silva in Patron 
(2017) opozarjata na boljšo učinkovitost tarčne mutageneze z več sgRNA, ki ciljajo različne 
dele gena, ki jih v rastlino vnesemo na enem konstruktu, saj se na tak način elementi skupaj 
integrirajo v en genski lokus in je s tem manjša verjetnost za nastanek neželenih mutacij na 
mestu vstavitve konstrukta.  
Naš tarčni gen je bil RbohD, natančneje ekson 6 genov RbohD1 in RbohD2, zato bi v našem 
primeru, kjer konstrukt vsebuje le eno sgRNA, bi lahko prišlo do podobnega delovanja kot 
pri uporabi dveh sgRNA, saj sta gena locirana na istem kromosomu, tako da bi lahko v 
primeru delovanja Cas9 pri obeh genih prišlo do velike delecije zaporedja med obema 
genoma. S sekvenciranjem po Sangerju lahko pregledamo le majhen del zaporedja in tako 
ne vidimo velikih delecij, ki so se najverjetneje pojavile v katerem od alelov in so odgovorne 
za opažen fenotip transgenih rastlin. 
Za preizkus delovanja metode CRISPR Cas9 na protoplastih smo se najprej lotili 
optimizacije izolacije protoplastov. Shepard in Tottem (1977) sta prva opisala uspešno 
izolacijo protoplastov iz listov krompirja. V obeh raziskavah, Ocvirk in sod. (1995) ter 
Ravnikar in sod. (1992), po vzoru katerih smo se lotili izolacije, so uporabljali podobna 
gojišča kot sta jih uporabljala pionirja na tem področju. To gojišče je flotacijsko, kar pomeni, 
da se živi protoplasti obdržijo na gladini zaradi velike vsebnosti saharoze in manitola. 
Pipetiranje plavajočih protoplastov je oteženo, zato smo pri vsakem spiranju izgubili veliko 
celic, ki jih nismo uspeli prestaviti v novo falkonko. Kljub temu nam je po nekaj poskusih 
optimizacije uspelo izolirati zadostne količine protoplastov, da smo se lahko lotili 
regeneracije. Osmolarnost ima pomembno vlogo pri ohranjanju intaktne celične membrane 
in delitvi protoplastov. Dai in sod. (1987) so opazili, da se protoplasti ne delijo, če so več 
kot eno uro izpostavljeni hipertoničnem gojišču. Članek Smith in sod (1984) opozarja na 
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velike vsebnosti sladkorjev in soli v gojiščih, ki jih predlagata Shepard in Tottem (1977). 
Tudi v našem primeru je bila osmolarnost najverjetneje prevelika, zato ni prišlo do delitve 
celic. V nadaljnjih poskusih bi zmanjšali osmolarnost gojišča za regeneracijo. 
Regeneracija protoplastov je zelo zahteven in dolgotrajen proces. V primeru, ko želimo 
protoplaste tudi transformirati in jih nato regenerirati, je postopek še toliko težji. Pri 
krompirju je do sedaj regeneracija protoplastov po transformaciji uspela redkim. O uspešni 
regeneraciji protoplastov po mutagenezi z metodo TALEN poročajo Nicolia in sod. (2015), 
kasneje pa tudi Clasen in sod. (2015). V povezavi z metodo CRISPR Cas9 pa o uspešni 
regeneraciji protoplastov rastlin krompirja poročajo le Andersson in sod. (2017). 
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Z namenom optimizacije tehnologije CRISPR Cas9 za izbitje tarčnega gena v krompirju, 
smo si zastavili več ciljev. Pripravili smo dva izbrana plazmida, ki bi po vnosu sgRNA 
omogočala izbitje izbranega tarčnega gena RbohD pri krompirju. Za poskus na rastlinah smo 
uporabili enega od teh, saj smo le pri tem dokazali prisotnost sgRNA6. S pripravljenimi 
konstrukti smo s pomočjo agrobakterij transformirali izsečke rastlin Rywal in iz kalusa 
pridobili transgene linije. Odločili smo se za selekcijo na podlagi fenotipa, zato smo 
transformirane rastline okužili z virusom PVY N605-GFP in opazovali nastanek lezij ter s 
qPCR preverili prisotnost virusne RNA v zgornjih listih. Za preverjanje uspešnosti vnosa 
sprememb smo izolirali DNA, pomnožili tarčen del zaporedja in ga sekvencirali po Sangerju. 
S sekvenciranjem nam ni uspelo potrditi uspešen vnos sprememb v genom. Z namenom 
brezgenskega preurejanja genoma smo uspešno optimizirali metodo za izolacijo 
protoplastov, ki jih lahko v nadaljnjih poskusih uporabimo za preverjanje konstruktov s 
prehodno transformacijo. 
Pripravljen konstrukt plazmida pRGEB31 z vnešeno sgRNA6 smo uspešno vnesli v 
agrobakterije in z njimi izvedli stabilno transformacijo rastlin Rywal. Iz kalusa so zrasle 
rastline, ki so bile zaradi vstavljenega plazmida odporne na higromicin. Ker mutacij v 
tarčnem genu v prvih poskusih sekvenciranja nismo našli, prve delovne hipoteze ne moremo 
potrditi, saj nismo dokazali, da konstrukti omogočajo izbitje tarčnega gena. Transformirane 
rastline so bile bolj dovzetne za okužbo s PVY N605-GFP, saj je pri nekaterih linijah prišlo 
do širjenje virusa v sistemske liste, zato lahko drugo delovno hipotezo. Potrdimo lahko tudi 
tretjo delovno hipotezo, saj nam je z optimizacijo metode pridobivanja protoplastov uspelo 
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7 POVZETEK  
Interakcija med krompirjem, ki je ena najbolj razširjenih poljščin na svetu, in krompirjevim 
virusom Y je kompleksna in se razlikuje glede na sorto krompirja in sev virusa. Poznavanje 
imunskega odgovora rastlin je zato zelo pomembno, saj virus povzroča zmanjšanje kvalitete 
in količine gomoljev. Na mestu okužbe pride do povečane koncentracije H2O2, ki je ena od 
oblik kisikovih reaktivnih zvrsti. Za tvorbo ROS so pri rastlinah odgovorne oksidaze RBOH.  
Vnos sprememb v genom omogoča natančnejše spreminjanje želenih lastnosti rastlin. 
Tarčna mutageneza omogoča natančno spreminjanje genov in s tem tudi preučevanje 
njihovega delovanja. Metoda CRISPR Cas9 je ena od novejših metod za genski inženiring, 
njene modifikacije pa omogočajo široko uporabo.  
Raziskave izvedene na NIB so pokazale, da z uporabo metode RNA-lasničnih zank lahko 
dosežemo znižanje ekspresije gena RbohD pri krompirju, kar povzroči zmanjšano odpornost 
krompirja na PVY in omogoči širjenje virusa v zgornje liste. Z optimizacijo metode za izbitje 
gena s sistemom CRISPR Cas9 pri krompirju, na modelu gena RbohD, smo želeli metodo 
preizkusiti in ugotoviti njeno uporabnost pri študiji interakcije med PVY in krompirjem. 
S pripravljenim konstruktom pRGEB31_sgRNA6 smo naredili stabilno transformacijo 
rastlin Rywal. Z regeneracijo poganjkov iz kalusa smo pridobili 36 linij, ki smo jih okužili s 
PVY N605-GFP. Pet od šestintridesetih linij je virus spustilo v zgornje neokužene liste, kar 
je pokazatelj slabšega imunskega odziva pri teh rastlinah. Prisotnost virusne RNA v 
sistemskih listih smo potrdili pri vseh petih linijah. V poskusu štetja lezij na okuženih listih 
nismo opazili statistično značilnih razlik v številu lezij med transformiranimi linijami in 
kontrolami. Lezije so se fenotipsko razlikovale od lezij na kontrolnih rastlinah, kar je lahko 
posledica drugačnega imunskega odziva pri rastlinah z izbitim genom RbohD. Za potrditev 
tarčnih mutacij bi bilo potrebno uporabiti bolj natančne metode, s katerim bi lahko detektirali 
tudi potencialno nastale večje delecije. 
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Podrobnejši seznam poskusov in število okuženih rastlin posamezne linije 
Oznaka poskusa Izbrana linija 
Št. rastlin, okuženih s 
PVY-N605 GFP 
Št. slepo okuženih 
rastlin 
CC1 
Linija 1 3 1 
Linija 2 3 1 
Linija 3 3 1 
Linija 4 3 1 
Linija 5 2 1 
Linija 6 1 1 
Linija 7 3 1 
Linija 8 2 1 
Linija 9 2 1 
Linija 10 2 1 
Linija 11 2 1 
Linija 12 3 / 
Linija 13 2 1 
Linija 14 2 1 
Linija 15 2 1 
Linija 16 2 1 
Linija 17 2 / 
Linija 18 2 1 
Rywal 10 4 
NahG-Rywal 10 4 
CC2 
Linija 19 3 2 
Linija 20 2 1 
Linija 21 1 1 
Linija 22 3 1 
Linija 23 2 2 
Linija 24 3 1 
Linija 25 3 1 
Linija 26 2 1 
Linija 27 2 2 
Linija 28 3 1 
Linija 29 2 2 
Linija 30 3 1 
Linija 31 2 2 
Linija 32 2 1 
Linija 33 2 2 
Linija 34 3 1 
Linija 35 2 2 
Linija 36 3 1 
Rywal 5 4 
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nadaljevanje Priloge A 
Oznaka poskusa Izbrana linija 
Št. rastlin, okuženih s 
PVY-N605 GFP 
Št. slepo okuženih 
rastlin 
CC3 
Linija 8 6 / 
Linija 12 6 / 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
CC4 
Linija 8 6 2 
Linija 12 6 2 
Linija 13 - hpRNA 6 2 
Linija 14 - hpRNA 6 2 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
CC5 
Linija 19 6 2 
Linija 28 6 2 
Rywal 6 2 
NahG-Rywal 6 2 
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Protokol za izolacijo protoplastov 
1. DAN 
Priprava gojišča za izolacijo ter spiranje 
 0,5 % celulaza Onozuka R-10 
 0,1 % Macerozyme R-10 
 0,3 M saharoza  
 0,1 M manitol 
 5 mM MES (pH 5.6) 
 Makrosoli gojišča A (Shepard and Totten, 1977) = Nitsch makrosoli 
 pH 5.7 
Postopek za pripravo: 
Pripravimo 0,5 l gojišča: 
 51,3585 g saharoze  
 153,5 mg Nitsch makrosoli  
 pH 5,75 
 Po avtoklaviranju dodamo 2,5 ml (1 M) MES 
0,5 l zadošča za izolacijo ter spiranje naslednji dan. 
Gojišče za izolacijo (50 ml): 
V čašo (100 ml) zatehtamo: 
 0,25 g celulaza Onozuka R-10  
 0,05 g Macerozyme R-10  
 0,911 g  manitol  
50 ml pripravljenega gojišča za spiranje sterilno odpipetiramo v čašo k zatehtanim encimom in 
manitolu, ostalo shranimo v hladilnik, saj bomo uporabili naslednji dan za spiranje protoplastov.  
Premešamo na magnetnem mešalu.  
Gojišče sterilno filtriramo (0,22 µm filter) v sterilno falkonko (50 ml). 
Po 8–10 ml sterilno prenesemo v male sterilne erlenmajerice (s širokim vratom; 25 ml). 
Priprava rastlin 
Uporabimo 5–8 tednov stare rastline iz tkivnih kultur. 
Približno 1 g rastlin (2–3 rastlini iz tkivnih ali pa 4 iz banjic) narežemo na tanke trakove (gladek 
rez) in jih čim prej damo v gojišče za izolacijo (erlenmajerica z gojiščem naj bo ovita v alufolijo, 
da izolacija poteka v temi). 
 
Izolacija naj poteka 16–20 ur , 50–60 vrt./min, 20  ̊C. 
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 Odrezani tipsi 
 15 ml falkonke 
 5 ml epice 
 Sterilne steklene palčke 
 Sterilne male čaše 
 Sterilni liji 
 Filtri (70 µm) 
Pripravljeno gojišče za spiranje damo iz hladilnika na sobno temperaturo. 
Erlenmajerice nežno prenesemo v laminarij. Laminarij podložimo s papirnatimi brisačkami za 
nežno odlaganje. 
S stekleno palčko nežno in počasi premešamo vsebino erlenmajerice, da se protoplasti sprostijo iz 
listov. Ko je gojišče obarvano temno zeleno, vsebino prelijemo v čašo (kompozicija mala čaša, lij, 
filter; prelivaj ob stekleni palčki, da preprečiš kapljanje).  
Preostalemu rastlinskemu tkivu v erlenmajerici dodamo 3 ml gojišča za spiranje. Premešamo, 
prelijemo. 
Dodamo še 3 ml gojišča, premešamo in prelijemo v čašo.  
Vsebino iz čaše prelijemo v falkonko. 
Centrifugiramo, 20  ̊C, 100 g, 14 min, pospeševanje: 1, zaustavljanje: 1  
Med centrifugiranjem v nove  falkonke napipetiramo po 3 ml gojišča za spiranje. 
Ko se centrifugiranje konča, falkonke nežno in počasi prenesemo v laminarij. V zgornji fazi 
falkonke se mora narediti zelen obroč protoplastov, ki ga s pomočjo pipete in odrezanih tipsov 
prestavimo v falkonke (v te, ki že imajo 3 ml gojišča za spiranje). Prenesemo cca 3 ml, oz. po 
občutku. Poskušamo pobrati čim več protoplastov v čim manjšem volumnu. 
Centrifugiramo, 20  ̊C, 100 g, 14 min, pospeševanje: 1, zaustavljanje: 1 
Med centrifugiranjem v nove falkonke napipetiramo po 3 ml gojišča za spiranje. 
Ponovno prenesemo obroč protoplastov v gojišče za spiranje. 
Centrifugiramo, 20  ̊C, 100 g, 14 min, pospeševanje: 1, zaustavljanje: 1 
V 5 ml epice napipetiraj 2 ml gojišča za spiranje. 
Po centrifugiranju prestavi obroč protoplastov v 5 ml epice. 
Centrifugiramo, 20  ̊C, 100 g, 14 min, pospeševanje: 1, zaustavljanje: 1 
Obroč poberi v sterilne epice in daj v hladilnik dokler ne določiš živosti in števila.  
Falkonke ves čas zavijamo v alufolijo, da so protoplasti v temi. 
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Štetje protoplastov pod svetlobni mikroskopom  
 






površina (1 mm2)  x  globina komore ( 0,02 mm)
 
Preštejemo štiri večje kvadrate – 1mm2. Za regeneracijo rabimo 5 x 104 protoplastov/ml (tj. končna 
koncentracija v gojišču B). Cilj je dobiti čim večjo koncentracijo ob izolaciji.  
Določanje živosti protoplastov 
Priprava FDA  
Priprava stock solution – 25 mg raztopimo v 5ml acetona – alikotiramo in zamrznemo (5 mg/ml). 
Ob uporabi še 5 x redčimo z vodo (1 mg/ml). Objektno stekelce ob krajih oblepimo z lepilnim 
trakom, da ustvarimo globino, da krovno stekelce ne stisne protoplastov. Na objektno stekelce 
kanemo eno kapljico protoplastov in dodamo 1–2 µl FDA (1 mg/ml). Inkubiramo 15 min v temi. 
FDA obarva žive protoplaste, ki jih gledamo s filtrom FITC. Pod 10x povečavo preštejemo 100 
protoplastov in določimo, koliko od teh je živih/mrtvih. 
 
Slika: Shematski prikaz priprave preparata za opazovanje protoplastov pod fluorescenčnim mikroskopom.  
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Poravnava DNA zaporedja različnih kultivarjev krompirja v območju gena StRbohD1 in 
StRbohD2 
 
Slika: Poravnava DNA zaporedja krompirjev v območju gena StRbohD1 in StRbohD2. Oznaka za kultivarje – 
Ph: Phureja, Dé: Désirée, PW: PW363. Oznaka D1: RbohD1, D2: RbohD2. Prikaz ohranjenih (rumeno) in 
variabilnih regij (modro) nam je omogočil izbor tarčnega mesta v ohranjeni regiji.  
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Poravnava DNA zaporedja krompirjev v izbranih tarčnih mestih sgRNA6 in sgRNA8. 
 
Slika: Poravnava DNA zaporedja krompirjev in izbrano tarčno mesto sgRNA6 (rdeče). 
 
Slika: Poravnava DNA zaporedja krompirjev in izbrano tarčno mesto sgRNA8 (rdeče). 
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DNA zaporedje preiskovanih plazmidov pRGEB31_sgRNA6 v kolonijah 4 in 6 
Po izolaciji plazmidov iz kolonij 4 in 6 smo plazmide poslali na sekvenciranje z začetnim 
oligonukleotidom M13(-48) 5'-AGCGGATAACAATTTCACAC-3'. V pridobljenih zaporedjih smo 
potrdili prisotnost tarčnega zaporedja sgRNA6 (rdeče). V shemi je označen tudi promotor OsU3 
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Relativna količina amplikona PVY-uni v poskusih CC1 in CC2 po analizi s qPCR 
Poskus CC1: 
Oznaka vzorca 
Relativna količina amplikona 
PVY-uni 
Mock Rywal 
R1 L3 Under LOD 
R2 L2 Under LOD 
Mock Rywal NahG 
R1 L3 Under LOD 
R2 L2 Under LOD 
Mock linija 8 
R1 
 
L1 Under LOD 
L2 Under LOD 
L3 Under LOQ 
Rywal 
R1 L2 Under LOQ 
R2 L2 0.334861 
R3 L2 Under LOQ 
R4 L2 Under LOQ 
NahG-Rywal 
R1 L2 0.179268 
R2 L2 Under LOQ 
R3 L2 Under LOQ 
R4 L2 3.501247 
CRISPR Cas9 linija 8 
R1 
L1 13.07693 
L2 Under LOQ 
L3 Under LOD 
R2 
L1 Under LOQ 
L2 Under LOQ 
L3 Under LOQ 
CRISPR Cas9 linija 12 
R1 
L1 Under LOD 





L1 Under LOQ 
L2 0.063215 
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L3 Under LOD 
R2 
L1 Under LOQ 
L2 0.000022 
L3 Under LOD 
L4 Under LOQ 
L5 Under LOQ 
L7 0.069402 
R3 L3 Under LOQ 
NahG-Rywal 






L7 Under LOQ 
R3 L2 Under LOQ 
R4 L7 Under LOQ 
CRISPR Cas9 linija 19 
R1 








L2 Under LOQ 
L3 Under LOD 
R3 
L1 Under LOD 
L2 0.00001 
L3 Under LOQ 
CRISPR Cas9 linija 28 
R1 
L1 Under LOQ 
L2 Under LOQ 






L2 Under LOD 
L3 Under LOQ 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge E 
Oznaka vzorca   
Relativna količina amplikona 
PVY-uni 
CRISPR Cas9 linja 31 
R1 
L1 Under LOQ 
L3 Under LOD 
L4 0.128502 
L5 0.13835 
L6 Under LOQ 
L7 0.482227 
R2 
L1 Under LOQ 
L2 Under LOD 
L3 0.095524 
L4 Under LOQ 
CRISPR Cas9 linija 33 
R1 
L1 0.000101 
L2 Under LOQ 
L3 Under LOQ 
L4 Under LOQ 
L5 Under LOD 
R2 
L1 Under LOQ 
L2 Under LOQ 
L3 Under LOQ 
L4 Under LOD 
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Površina listov in število lezij po dnevih za poskus CC3 
 cm2 LIST 1 LIST 2 LIST 3 
Rywal 
R1 16,12 20,32 29,05 
R2 9,55 17,94 18,35 
R3 6,81 16,37 21,55 
R4 12,03 18,5 14,3 
R5 12,44 24,43 25,36 
R6 3,34 10,38 13,78 
NahG-
Rywal 
R1 8 12,13 13,9 
R2 8,86 13,8 19,21 
R3 7,47 16,41 23,36 
R4 3,05 9,93 16,97 
R5 10,25 19,2 20,45 
R6 9,85 10,94 18,22 
L8 
R1 7,83 15,61 20,89 
R2 9,8 16,93 18,37 
R3 11,92 16,14 18,01 
R4 7,62 15,89 16,46 
R5 14,35 12,5 17,55 
R6 1,82 10,96 13,43 
L12 
R1 7,43 15,19 13,57 
R2 13,15 19,2 16,9 
R3 8,38 14,46 22,4 
R4 5,33 16,93 18,46 
R5 14,8 26,21 20,9 
R6 5,56 11,61 14,16 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 














R1 0.06 1.49 2.36 2.67 2.67 2.67 2.67 2.98   
R2 0.42 4.08 4.19 4.19 4.82 5.76     
R3 0.00 1.32 2.20 2.20 3.08 3.67     
R4 2.66 5.74 6.73 6.73 6.73 6.73     
R5 0.16 5.14 6.83 6.83 6.83      
R6 0.60 5.99         
povprečje 0.65 3.96 4.46 4.52 4.83 4.71     








R1 0.00 0.05 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 
R2 0.06 3.01 3.79 3.96 4.29 4.52     
R3 0.00 2.02 4.52 5.99 5.99 5.99 5.99 6.17 6.17 6.29 
R4 1.73 4.32 5.08 5.08 5.14 5.14 5.14 5.14   
R5 0.08 3.64 5.85 5.94 5.94 7.12 7.41 7.86 7.86 7.86 
R6 0.00 0.00 2.22 3.56 3.56 4.91 4.62 5.68 5.68 5.68 
povprečje 0.31 2.17 3.63 4.14 4.21 4.62 4.72 4.88 4.79 4.83 








R1 0.00 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 
R2 0.05 2.07 3.43 3.43 3.43 4.03 4.03 4.14 4.20 4.20 
R3 0.05 1.53 2.46 2.88 2.88 2.92 3.11 3.20 3.29 3.39 
R4 1.54 4.97 5.80 5.80 5.80 5.80 6.01 6.01 6.01  
R5 0.00 3.43 4.34 4.89 4.89 4.93 4.89 5.24 5.28 5.28 
R6 0.00 2.18 2.98 3.12 4.14 5.66 6.10 6.10 6.17 6.17 
povprečje 0.27 2.40 3.21 3.39 3.56 3.93 4.06 4.16 4.20 3.86 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 

















R1 0.00 2.25 2.38 3.00 3.00      
R2 0.90 3.27 5.30 5.30 5.30      
R3 0.00 2.14 4.82 6.02 6.02      
R4 0.00 2.30 2.62 3.28 3.61      
R5 0.78 2.83 3.71 5.37 5.37 5.37     
R6 0.41 3.35 6.70 6.70 6.70      
povprečje 0.35 2.69 4.25 4.95 5.00 0.35     








R1 0.66 2.80 4.95 5.36 5.36 5.36 5.36    
R2 0.07 0.65 0.87 1.01 1.01 1.01 1.01 1.01 1.01  
R3 0.06 0.43 0.79 0.79 0.85 0.85 0.85 0.85   
R4 0.60 3.02 5.14 5.14 5.14      
R5 0.42 2.76 3.39 4.01 4.01      
R6 1.01 1.46 2.19 6.31 6.31      
povprečje 0.47 1.85 2.89 3.77 3.78 2.41 2.41    








R1 1.08 3.17 4.60 4.82 4.82 4.82 4.82 4.82   
R2 0.57 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41   
R3 0.51 2.23 2.74 2.74 2.74 2.74 2.74    
R4 0.53 3.59 6.01 6.89 6.89      
R5 0.24 0.88 1.42 1.42 1.42 1.42 1.66 1.86 1.86 1.86 
R6 0.88 4.34 4.94 5.16 5.16 5.16 5.16 5.16   
povprečje 0.64 2.60 3.52 3.74 3.74 3.11 3.16 3.31   
standardna napaka 0.11 0.50 0.72 0.83 0.83 0.72 0.70 0.85   
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 



























R1 0 0 0 0       
R2 1.73 2.14 2.14        
R3 0.67 2.85 2.85 2.85       
R4 2.10 4.86 4.86 6.17       
R5 0.42 5.51 5.51        
R6 2.75 10.99 11.54        
povprečje 1.53 5.27 5.38        








R1 0.96 3.78 4.36 4.87 4.87 4.87 4.87 4.87   
R2 2.07 4.13 4.13        
R3 1.55 5.14 5.14 8.67       
R4 1.51 7.49 7.49        
R5 2.32 2.32 2.32        
R6 3.92 3.92 4.20 4.20 4.20      
povprečje 2.06 4.46 4.61 5.91       








R1 1.05 2.54 3.16 4.31 4.31 4.31 4.31 4.31 4.31 4.31 
R2 2.94 5.93 7.62 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 
R3 1.83 4.00 4.39 8.33       
R4 2.49 6.08 6.08        
R5 1.03 4.79 4.79 6.50       
R6 2.61 6.63 8.71        
povprečje 1.99 4.99 5.79 6.78       
standardna napaka 0.31 0.57 0.78 0.79       
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 




























R1 0.54 4.44 5.65 5.65 6.86 7.94 7.94 7.94   
R2 0.38 2.13 3.12 3.57 3.65 4.79 4.79    
R3 1.43 2.63 2.63 4.06 3.94      
R4 0.75          
R5 0.54 2.64 3.58 4.39 5.88      
R6 3.06          
povprečje 1.12 2.96 3.74 4.42 5.08      








R1 0.59 1.65 2.70 2.90 2.96 4.28 4.28    
R2 1.41 3.70 4.84 5.42 5.42 5.42 5.42 5.42 5.42  
R3 0.55 2.01 2.14 2.97 2.97 3.46     
R4 0.35 2.95 3.19 4.13 4.31 4.31     
R5 1.21 3.53 4.31 4.65 5.43 5.43 5.43 5.43 5.43  
R6 0.59 1.65 2.70 2.90 2.96 4.28 4.28    
povprečje 0.82 2.77 3.44 4.01 4.22 4.58 5.04    








R1 0.66 1.77 2.06 2.58 2.58 3.39 3.39 3.39 3.39 3.39 
R2 1.07 1.89 2.72 3.08 3.08 3.08 3.08 3.08 3.08  
R3 0.89 3.75 5.36 5.49 5.85 5.85 5.85 5.85 5.85  
R4 1.35 2.76 4.17 4.66 4.66 4.66 4.66 4.66 4.66 4.66 
R5 0.81 2.68 3.44 3.83 4.45 4.45 4.45 4.45 4.45  
R6 0.49 1.84 3.04 3.53 3.67 3.88 3.88 3.88 3.88 3.88 
povprečje 0.88 2.45 3.47 3.86 4.05 4.22 4.22 4.22 4.22 3.98 
standardna napaka 0.11 0.29 0.43 0.40 0.44 0.37 0.37 0.37 0.37 0.30 
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Površina listov in število lezij po dnevih za poskus CC4 
 površina (cm2) LIST 1 LIST 2 LIST 3 
Rywal 
R1 10.34 12.79 18.39 
R2 12.24 18.96 19.07 
R3 18.38 22.5 20.23 
R4 23.83 23.62 21.01 
R5 6.53 16.49 21.17 
R6 19.03 23.51 27.11 
NahG-Rywal 
R1 17.4 23.34 28.74 
R2 17.57 23.43 19.11 
R3 20.62 32.94 31.74 
R4 17.15 20.16 23.96 
R5 19.11 24.56 25.21 
R6 19.82 23.31 22.63 
L8 
R1 14.62 19.52 17.82 
R2 14.76 19.91 16.85 
R3 6.34 17.77 17.08 
R4 11.36 17.7 16.95 
R5 7.96 13.06 21.9 
R6 16.72 16.32 16.71 
L12 
R1 19.67 21.28 22.7 
R2 16.02 19.95 16.17 
R3 13.38 22.08 21.79 
R4 17.23 21.31 16.09 
R5 12.41 21.53 16.83 
R6 13.88 19.77 16.61 
Linija13_hp1 
R1 10.44 21.64 26.82 
R2 9.42 20.12 28.37 
R3 9.98 20.07 25.33 
R4 7.22 14.6 24.9 
R5 14.7 28.49 35.76 
R6 11.26 18.95 24.3 
Linija14_hp1 
R1 11.15 17.04 26.38 
R2 9.95 14.95 20.77 
R3 10.63 17.99 23.76 
R4 9.43 14.49 19.27 
R5 16.39 21.23 28.58 
R6 13.27 17.63 29.94 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 














R1 1.06 1.84 2.03 2.61 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 
R2 0.74 0.90 1.23 1.23 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 
R3 0.49 1.63 1.80 1.85 2.12 2.39 2.39 2.39 2.39 2.39 
R4 0.29 0.42 0.59 0.63 0.63 0.63 0.67 0.71 0.71 0.71 
R5 0.15 0.46 0.92 0.92 0.92 1.23 1.23 1.23 1.23 1.23 
R6 0.37 1.10 2.10 2.31 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 
povprečje 0.52 1.06 1.44 1.59 1.83 1.92 1.93 1.94 1.94 1.94 








R1 0.23 0.39 0.39 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 
R2 0.42 0.42 0.69 0.74 0.74 0.79 0.79 0.79 0.79 0.79 
R3 0.36 0.93 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38 1.38 
R4 0.47 0.72 0.72 0.51 0.51 0.51 0.51 0.51 0.55 0.55 
R5 0.12 0.55 0.55 0.61 0.61 0.61 0.67 0.67 0.67 0.67 
R6 0.13 0.72 0.85 0.85 0.94 1.02 1.02 1.02 1.02 1.06 
povprečje 0.29 0.62 0.76 0.76 0.77 0.80 0.81 0.81 0.81 0.82 








R1 0.16 0.22 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 
R2 0.68 1.00 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.47 1.63 
R3 0.25 0.49 0.49 0.49 0.49 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54 
R4  0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 
R5 0.05 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 
R6 0.11 0.30 0.33 0.33 0.41 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 
povprečje 0.21 0.40 0.49 0.49 0.50 0.52 0.52 0.52 0.52 0.54 
standardna napaka 0.10 0.13 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.22 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 

















R1 0.52 2.07 4.08 4.83 4.83 4.83 4.83    
R2 0.34 2.39 4.61 5.18 5.69 5.69 5.69    
R3 0.63 2.52 3.06 2.57 2.72 2.72 2.72    
R4 0.12 0.41 0.87 1.22 1.22 1.22 1.22    
R5 0.31 1.36 2.04 2.04 2.04 2.15 2.15    
R6 0.61 1.92 4.04 4.54 4.94 4.94 4.94    
povprečje 0.42 1.78 3.12 3.40 3.57 3.59 3.59    








R1 0.81 2.66 4.97 6.08 6.08 6.08 6.08    
R2 0.85 1.37 2.35 2.60 2.69 2.69 2.69 2.69   
R3 0.52 0.85 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91    
R4 0.50 1.24 1.44 1.69 1.69 1.69 1.69    
R5 0.04 0.20 0.61 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65   
R6 0.51 1.76 2.96 3.17 3.17 3.17 3.17 3.17   
povprečje 0.54 1.35 2.21 2.52 2.53 2.53 2.53 1.30   








R1 0.84 2.61 3.58 3.76 3.76 3.76 3.76    
R2 0.26 0.52 0.68 0.68 0.73 0.73 0.73 0.21 0.78 0.78 
R3 0.25 0.41 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54   
R4 0.29 0.29 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38  
R5 0.04 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.28  
R6 0.88 2.43 3.14 3.76 3.76 3.76 3.76 3.76   
povprečje 0.43 1.08 1.42 1.55 1.56 1.56 1.56 1.01 0.48  
standardna napaka 0.14 0.46 0.62 0.70 0.70 0.70 0.70 0.69 0.16  
  
 
Luskar L. Optimizacija izbijanja tarčnega gena v krompirju s tehnologijo CRISPR Cas9. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 






















R1 0.48 0.67 1.53 1.53 1.53 1.63 1.72 1.72 2.39 2.39 
R2 0.64 1.38 1.49 1.38 1.49 1.49     
R3 0.10 0.60 0.60 0.60 0.80 1.10 1.20 1.20 1.20 1.20 
R4 0.97 1.25 1.39 1.11 1.11 0.83 0.83    
R5  0.27 0.27 0.27 0.27 0.41 0.41 0.41 0.48 0.48 
R6 1.24 2.66 3.02 3.82 4.17 4.17 4.17 4.17 4.17 4.17 
povprečje 0.69 1.14 1.38 1.45 1.56 1.61 1.67 1.88 2.06 2.06 








R1 0.18 0.83 1.94 2.13 2.13 2.13 2.13 2.13 2.13 2.13 
R2 0.45 1.34 2.14 2.29 2.29 2.44 2.44 2.49 2.49 2.49 
R3 0.25 1.79 2.14 2.24 2.24 2.24 2.69 2.24 2.24 2.24 
R4 0.62 1.44 1.58 1.30 1.30 1.78 1.78 1.85 1.85 1.85 
R5 0.07 0.21 0.21 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 
R6 1.21 2.16 2.43 2.69 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 
povprečje 0.46 1.30 1.74 1.83 1.92 2.03 2.10 2.05 2.05 2.05 








R1 0.07 0.71 1.01 1.12 1.12 1.12 1.12 1.12 1.12 1.12 
R2 0.60 0.85 0.99 1.16 1.27 1.27 1.27 1.27 1.27 1.27 
R3 0.12 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 
R4 0.24 0.48 0.52 0.52 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 
R5 0.06 0.17 0.20 0.25 0.25 0.34 0.34 0.39 0.42 0.42 
R6 0.12 0.45 0.49 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 
povprečje 0.20 0.48 0.57 0.64 0.66 0.68 0.68 0.69 0.69 0.69 
standardna napaka 0.08 0.11 0.14 0.17 0.18 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 






















R1 1.26 1.43 2.24 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78 
R2 0.80          
R3 0.19 2.07 2.92 2.73 3.10 3.10 3.10 3.10 3.10  
R4 0.95 1.80 1.80 1.80 2.01 2.01 2.01 2.01   
R5 1.53 1.65 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83 1.83 
R6 0.45 1.36 1.81 1.88 1.88 1.88 1.88 1.88 1.88 1.88 
povprečje 0.86 1.66 2.12 2.21 2.32 2.32 2.32 2.32 2.40 2.16 








R1 0.47 0.47 0.47 0.47 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 
R2 1.81 1.94 2.54 2.54 2.54 2.81 2.81 2.81 2.81 2.81 
R3 0.50 2.06 2.06 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 
R4 0.35 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 
R5 0.52 0.80 0.80 1.18 1.22 1.22 1.22 1.22 1.22 1.22 
R6 0.74 1.70 2.04 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 
povprečje 0.73 1.24 1.40 1.61 1.63 1.67 1.67 1.67 1.67 1.67 








R1 0.80 0.91 0.99 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10 
R2 1.11 1.69 2.46 2.46 2.46 2.55 2.55 2.55 2.55 2.55 
R3 0.34 0.46 0.46 0.72 0.72 0.84 0.88 0.88 0.88 0.88 
R4 0.47 0.78 0.83 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 
R5 0.49 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.35 
R6 0.53 1.20 1.40 1.57 1.64 1.64 1.64 1.64 1.64 1.67 
povprečje 0.62 0.93 1.12 1.21 1.22 1.26 1.27 1.27 1.27 1.27 
standardna napaka 0.11 0.18 0.30 0.29 0.29 0.30 0.29 0.29 0.29 0.31 
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dpi 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 



























R1 0.21 0.62 1.03 1.44 1.64 1.64 1.64 1.64 1.71 1.71 
R2 0.75 1.29 2.24 2.37 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 
R3 0.32 1.58 1.89 1.89 1.89 1.74 1.74 1.89 1.89 2.05 
R4 0.18 0.44 0.44 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70 0.79 0.79 
R5 0.13 0.63 0.63 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 1.01 1.13 
R6 1.32 2.33 4.13 5.98 5.98 5.98 5.98 5.98 5.98 5.98 
povprečje 0.48 1.15 1.72 2.21 2.32 2.30 2.30 2.32 2.37 2.42 








R1 0.77 1.18 1.54 1.74 1.84 1.84 1.84 1.84 1.84 1.84 
R2 1.36 1.56 2.51 3.06 3.26 3.26 3.26 3.26 3.26 3.26 
R3 0.51 1.35 1.41 1.46 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 1.58 
R4 0.17 0.73 0.79 0.79 0.79 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 
R5 0.84 1.23 1.99 1.99 2.22 2.22 2.22 2.22 2.22 2.22 
R6 0.18 0.37 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 
povprečje 0.64 1.07 1.50 1.63 1.74 1.76 1.76 1.76 1.76 1.76 








R1 0.17 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 
R2 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 
R3 0.64 1.23 1.70 1.70 1.70 1.70 1.76 1.76   
R4 0.29 0.29 0.29 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 
R5 0.14 0.55 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 
R6 0.06 0.06 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 
povprečje 0.23 0.41 0.53 0.56 0.56 0.56 0.57 0.57 0.33 0.33 
standardna napaka 0.09 0.18 0.25 0.25 0.25 0.25 0.26 0.26 0.12 0.12 
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R1 0.56 1.37 1.93 2.03 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 
R2 0.19 0.81 1.75 1.87 1.87 1.87 1.87 1.87 1.94 1.94 
R3 0.37 1.12 1.27 1.42 1.42 1.42 1.42 1.49 1.49 1.57 
R4 0.52 1.68 1.97 1.80 1.80 2.15 2.15 2.32 2.32 2.32 
R5 0.24 1.61 2.50 2.74 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06 3.06 
R6 0.07 0.79 1.08 1.30 1.37 1.37 1.51 1.51 1.59 1.87 
povprečje 0.33 1.23 1.75 1.86 1.93 1.99 2.02 2.06 2.08 2.14 








R1 0.85 2.21 3.43 3.81 4.09 4.09 4.09 4.09   
R2 0.70 1.00 1.10 1.15 1.20 1.35 1.35 1.35   
R3 0.23 1.13 1.40 1.72 1.72 1.72 1.72 1.72 1.27 1.72 
R4 0.80 2.39 2.44 2.44 2.53 2.53 2.53 2.53 2.53 2.53 
R5 1.21 2.97 2.97 4.09 4.32 4.32 4.60 4.60 4.60  
R6 0.15 0.56 0.81 1.01 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 
povprečje 0.66 1.71 2.03 2.37 2.49 2.51 2.56 2.56 1.58 1.77 








R1 0.26 0.88 1.81 2.16 2.20 2.29 2.29 2.29 2.29 2.29 
R2 0.19 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 
R3 0.09 0.46 0.50 0.60 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 
R4 0.31 0.31 0.31 0.37 0.37 0.56 0.56 0.56 0.56 0.62 
R5 0.24 0.48 0.48 0.53 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.71 
R6 0.24 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.66 
povprečje 0.22 0.53 0.69 0.78 0.82 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86 
standardna napaka 0.03 0.10 0.24 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 
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Test ANOVA za prikaz statistično značilnih razlik v številu lezij med testiranimi linijami v 
poskusu CC3 in CC4 
Test ANOVA smo naredili v programu Excel z vmesnikom XL Toolbox NG, OneWay 
ANOVA. Najprej smo preverili ali se variance med seboj razlikujejo, nato pa še podrobneje 
z Posthock testom preverili med katerimi vzorci obstajajo statistične razlike. Ugotovljene 
statistične razlike so napisane pod tabelo.  
ANOVA za CC3 
 3. dan 4. dan 5. dan 6. dan 7. dan 10. dan 
List 1 0,30557 0,576068 0,972832 0,570908 0,971377  
List 2 0,001454a 0,030295 0,415098 0,506876 0,957863  
List 3 0,108626a 0,00844a 0,074968 0,043846 0,415356 0,20223 
a – statistično značilna razlika med Linijo 8 in NahG-Rywal 
Tretji dan se je število lezij na drugih in tretjih inokuliranih listih statistično razlikovalo med 
rastlinami linije 8 in rastlinami NahG-Rywal, četrti dan pa smo statistično razliko opazili 
met tema dvema linijama opazili le še na tretjih listih. V naslednjih dneh do statistično 
značilnih razlik ni prišlo.  
ANOVA za CC4 
 3. dan 4. dan 5. dan 6. dan 7. dan 10. dan 
List 1 0,261888 0,303329 0,05409 0,135772 0,17815 0,19367 
List 2 0,448031 0,183782 0,181549 0,162305 0,170366 0,171347 
List 3 0,036153 0,185473 0,287417 0,241059 0,27745 0,27932 
S Posthock testom smo ugotovili, da med genotipi ni signifikantnih razlik v številu lezij.  
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Seznam izoliranih plazmidov pJET iz E. coli TOP10 in pripadajoče oznake sekvenciranja 











13g_L5_i L5 147.25 35AH72 35AH71 
13g_L5_l L5 232.67 35AH66 35AH67 
13g_L5_m L5 178.44 35AH68 35AH69 
13g_L5_n L5 209.06 35AH70 35AH75 
13g_L5_s L5 108.88 35AH74 35AH73 
13g_L5_š L5 129.57 35AH76 35AH77 
13g_L5_t L5 226.45 35AH78 35AH79 
13g_L5_u L5 184.09 35AH96 35AH97 
13g_L5_v L5 180.17 35AH98 35AH99 
13g_L5_z L5 184.34 35AI00 35AI01 
Rywal n Rywal 211.03 35AH62 35AH63 
Rywal p Rywal 184.64 35AH64 35AH65 
Rywal_1b Rywal 154.9 35AH80 35AH81 
Rywal_1c Rywal 141.08 35AH82 35AH83 
Rywal_r Rywal 143.14 35AH84 35AH85 
Rywal_t Rywal 170.75 35AH86 35AH87 
Rywal_u Rywal 170.81 35AH88 35AH89 
Rywal_v Rywal 158.65 35AH90 35AH91 
Rywal_x Rywal 150.61 35AH92 35AH93 
Rywal_z Rywal 161.05 35AH94 35AH95 
11g_a L2 161.67 35AI02 35AI03 
11g_b L2 190.99 35AI04 35AI05 
11g_c L2 168.65 35AI06 35AI07 
11g_d L2 145.73 35AI08 35AI39 
11g_e L2 145.01 35AI10 35AI11 
11g_f L2 136.26 35AI54 35AI55 
11g_h L2 145.44 35AI56 35AI57 
11g_i L2 132.81 35AI58 35AI59 
11g_j L2 146.31 35AI60 35AI61 
11g_l L2 138.88 35AI62 35AI63 
11g_m L2 173.2   
11g_k L2 170.6   
14g_L1_a L1 189.15 69EH30 69EH31 
14g_L1_b L1 155.89 69EH32 69EH33 
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nadaljevanje Priloge I 









14g_L1_d L1 167.34 69EH36 69EH37 
 4g_L1_f L1 182.76 69EH38 69EH39 
14g_L1_g L1 202.63 35AO64 35AI65 
14g_L1_h L1 186.67 35AI66 35AI67 
14g_L1_i L1 148.48 35AI68 35AI69 
 14g_L1_j L1 194.26 35AI70 35AI71 
14g_L1_k L1 163.53 35AI72 35AI73 
14g_L1_l L1 130.8   
14g_L1_m L1 159.56   
cc2022_a L19 126,88 35AI14, 35AJ23 35AI15, 35AJ24 
cc2022_b L19 152,11 35AI16 35AI17 
cc2022_c L19 105,82 35AI18 35AI19 
cc2022_d L19 173,67 35AI20 35AI21 
cc2022_e L19 151,42 35AI22 35AI23 
cc2022_f L19 85,80 35AI24 35AI25 
cc2022_g L19 55,62 35AI26 35AI27 
cc2022_h L19 67,10 35AI28 35AI29 
cc2022_i L19 121,59 35AI30 35AI31 
cc2022_j L19 78,78 35AI32 35AI33 
cc2022_p L19 92,91 35AJ25 35AJ26 
cc2022_r L19 144,53 35AJ28 35AJ29 
9g_a L12 128,50 35AI34 35AI35 
9g_b L12 135,52 35AI36 35AI37 
9g_c L12 149,17 35AI38 35AI39 
9g_d L12 113,30 35AI40 35AI41 
9g_e L12 149,39 35AI42 35AI43 
9g_f L12 228,04 35AI44 35AI45 
9g_g L12 188,01 35AI64 35AI47 
9g_h L12 163,11 35AI48 35AI49 
9g_i L12 152,42 35AJ29 35AJ30 
9g_j L12 187,98 35AI50 35AI51 
9g_m L12 186,55 35AI52, 35AJ31 35AI53, 35AJ32 
9g_n L12 154,58 35AJ33 35AJ34 
5g_L8_a L8 143.54 35AI96 35AI97 
5g_L8_b L8 127.93 35AI98 35AI99 
5g_L8_c L8 144.72 35AJ00 35AJ01 
5g_L8_č L8 109.07 35AJ02 35AJ03 
                                                                                  se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge I 









5g_L8_d L8 125.29 35AJ04 35AJ05 
5g_L8_e L8 138.83 35AJ13 35AJ14 
5g_L8_f L8 185.72 35AJ15 35AJ16 
5g_L8_g L8 97.78 35AJ17 35AJ18 
5g_L8_h L8 114.1 35AJ19 35AJ20 
5g_L8_i L8 132.16 35AJ21 35AJ22 
5g_L8_j L8 124.68   
